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ABSTRAKT 
   Předložená bakalářská práce je zaměřena na studium vybraných vlivů na produkci 
biopolymerů, polyhydroxyalkanoátu (PHA) a extracelulárních polysacharidů (EPS), extrémně 
halofilní Archae Haloferax mediterranei. V teoretické části je zpracována stručná 
charakteristika biopolymerů a přehled příslušných mikrobiálních producentů. Experimentální 
část byla zaměřena na výběr vhodného substrátu, koncentraci soli a glukózy v médiu pro 
optimální produkci biopolymerů. Dalšími studovanými vlivy byla přítomnost světla a vhodná 
kultivační teplota. Pro stanovení biomasy byla zvolena metoda UV-VIS spektrofotometrie a 
gravimetrická metoda. PHA byly analyzovány pomoci plynové chromatografie s FID detekcí. 
Konkrétním PHA, produkovaným pomoci H. mediterranei, je kopolymer P(3HB-co-3HV). 
Obsah 3HV v kopolymeru se pohybuje okolo 10 %. Pro produkci PHA se jako nejlepší 
substrát osvědčila směs glukózy a glycerolu, kdy bylo dosaženo až 80,6% PHA v sušině. Dále 
byla optimalizována osmotická síla prostředí, kde se z pohledu akumulace PHA nejlépe 
osvědčila koncentrace NaCl 200 g/l. Je zajímavé, že na různou iontovou sílu prostředí 
reagovala kultura odlišnou pigmentací. Posledním klíčovým parametrem, který byl 
optimalizován v rámci této práce, byla teplota. Nejvyšší výtěžek PHA byl zaznamenán při 
teplotě 37°C, nicméně kultura byla schopna růst a akumulovat PHA i při teplotě 50°C.  
 
 
ABSTRACT 
   This bachelor thesis is focused on study of selected effects on production of both 
polyhydroxyalkanoates (PHA) and extracellular polysaccharides (EPS) by halophile Archae 
Haloferax mediterranei. Theoretical part deals with a brief characterization of biopolymers 
and provides overwiev of the relevant microbial producers. The experimental part is focused 
on selection of a suitable substrate, concentration of sodium chloride and glucose in culture 
medium for a optimal production of biopolymers. Effects of light and suitable cultivation 
temperature were studied as well. UV-VIS spectrophotometry and gravimetry were used for 
analysis of biomas content. The content of PHA was analysed by gas chromatography with 
FID detection. PHA produced by H. mediterranei is a copolymer P(3HB-co-3HV), 3HV 
content is about 10%. The mixture of glucose and glycerol proved to be the most suitable 
substrate for a production of PHA, with a content od 80,6% of PHA. Further, we investigated 
optimal concetration of NaCl, which was found at 200 g/l. Interestingly, microbial culture 
responded to various salt concertations by differences in pigment formation. Finally, the last 
parameter optimalized in this work was temperature of cultivation. The highest content of 
PHA was obtained at 37°C, but the culture was capable of PHA accumulation and growing 
also at 50°C.  
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polysacharidy 
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1 ÚVOD 
Jíž od 30. let 20. století, kdy chemický průmysl započal s výrobou polymerů, se plasty 
těší velké oblibě. Jsou každodenně využívány lidmi po celém světě napříč mnoha odvětvími, 
zejména v aplikacích vyžadujících odolné a inertní materiály. Řadí se tak, mezi velmi 
důležitou a žádanou skupinu materiálů pro své fyzikálně-chemické vlastnosti a rovněž pro 
velmi dobrou cenovou dostupnost. Je tedy pochopitelné, že se během jednoho století staly 
náhradou za mnoho jiných, finančně nákladnějších, materiálů. S jistotou dnes můžeme tvrdit, 
že petrochemický průmysl výrazně přispěl ke komfortu, na jaký je dnes naše společnost 
zvyklá. Ačkoliv ale plasty disponují právě z fyzikálně-chemického hlediska velmi cennými 
vlastnostmi, mají také jisté nevýhody. Bezesporu tou největší je vysoká rezistence vůči 
biologické degradaci, díky které se na naší planetě kumuluje stále více odpadu a ohrožuje tak 
životní prostředí. Jedná se tedy o ekologický aspekt, na který je nutno, především v dnešní 
době, brát obrovský zřetel. Otázka likvidace takového množství odpadů, se během pár let 
stala velmi aktuální. Doba rozpadu plastů, vyráběných petrochemickým průmyslem, se 
pohybuje až v řádech stovek let a zatím neexistuje způsob likvidace, který by takovou otázku 
účinně řešil a zároveň byl šetrný k životnímu prostředí. Alternativou, jak řešit globální 
problém s nadměrnou kumulací odpadu je Bílá Biotechnologie. Za posledních čtyřicet let 
vyvstal, na poli výzkumu a vývoje, obdivuhodný zájem o tuto technologii, která využívá 
široké spektrum bakteriálních a archeálních kmenů k produkci biopolymeru, 
polyhydroxyalkanoátu, které tyto organismy metabolizují jako zásobní látky, a jejichž 
vlastnosti jsou velmi blízké vlastnostem syntetických plastů.  
Zatímco výroba syntetických polymerů je závislá na neobnovitelném zdroji, ropě, jakožto 
hlavní surovině, mikroorganismy k produkci biopolymerů dokážou využít zdroje obnovitelné, 
mezi které můžeme dozajista počítat i širokou škálu odpadních substrátu. Příkladem jsou 
odpady z potravinářského, zemědělského nebo lesnického průmyslu. Využití těchto substrátů 
navíc pozitivně ovlivňuje ekonomickou stránku věci. Existuje již mnoho studií zabývajících 
se utilizací těchto substrátů a stále se vědci věnují hledání dalších, biotechnologicky 
významných, obnovitelných zdrojů a mikrobiálních kmenů schopných produkce, těchto velmi 
perspektivních materiálů. Důvodem, proč se tato alternativa stále neobjevila na trhu a 
nedostala se tak i více do podvědomí laické veřejnosti, jsou stále velmi vysoké náklady na 
produkci, které, i přes veškeré snahy, doposud převyšují náklady v petrochemickém 
průmyslu.  
Avšak jednoznačným důvodem, proč na sebe tyto biopolymery strhly pozornost je jejich 
biodegradabilita a biokompatibilita, což znamená, že jsou plně rozložitelné v přírodě a 
nikterak nepřispívají ke znečišťování přírody. Doba jejich degradace závisí na okolních 
podmínkách, jako je celkové klima a přítomnost vhodné mikroflóry. V porovnání se 
syntetickými polymery, je ale tato doba zanedbatelná. Polyhydroxyalkanoáty jsou schopny se, 
za vhodných podmínek, plně rozložit již během týdnů až měsíců. Právě z tohoto důvodu jsou 
vhodnými kandidáty pro využití v mnoha aplikacích spotřebního, farmaceutického, ale i 
zdravotnického odvětví.  
V posledních letech se do podvědomí vědeckých pracovníků dostávají velmi zajímavé 
kmeny tzv. extremofilních mikroorganismů, u kterých byla rovněž prokázána produkce 
mnoha průmyslově zajímavých látek. Tato bakalářská práce si klade za cíl posouzení 
vybraných vlivů na produkci PHA a extracelulárních polysacharidů pomoci archeálního 
kmene Haloferax mediterranei, který na sebe, zejména v posledních letech, upoutal velkou 
pozornost a jeví se jako velmi nadějný producent těchto biologických polyesterů, jak po 
stránce biotechnologické, tak ekonomické. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Polyhydroxyalkanoáty 
Polyhydroxyalkanoáty (PHA), přírodní polyestery, syntetizováné mnoha jak gram-
pozitivními a gram-negativními bakteriemi, tak i archeálními kmeny [1]. Z chemického 
hlediska se jedná o skupinu opticky aktivních látek, které se skládají z monomerů 
pravotočivých hydroxykyselin [2]. Již v roce 1888 pozoroval nizozemský mikrobiolog 
Beijerick granule PHA v bakteriální buňce, avšak jako takové byly poprvé popsány až roku 
roku 1926, kdy francouzský biolog Maurice Lemoigne, izoloval homopolymer kyseliny 3-
hydroxybutanové, polyhydroxybutyrát, z bakterie Bacillus megaterium. Ačkoliv byl 
hydroxyburát prvním objeveným, a nejčastěji se vyskytujícím monomerem, dnes známe více 
než 150 dalších identifikovaných monomerních jednotek tvořících mikrobiálních PHA [3,4]. 
PHA se akumulují v cytoplazmě bakterií ve formě oddělených inkluzí, nebo také jinak 
zvaných granulí o velikosti 0,2 – 0,5 μm. Izolované granule jsou charakteristické svou 
hydrofobicitou, která je způsobena přítomností dalších dvou složek, kromě samotného 
polyesteru, kterými jsou fosfolipidy a proteiny, nacházející se na jejich povrchu. Schéma 
inkluze je znázorněno a popsáno na obrázku 1. Proteiny jsou úzce spojené s biosyntézou 
PHA, dále s jejich degradací a mobilizací [2]. Vzhledem k jejich lipofilní povaze lze pro 
identifikaci granule obarvit Sudanovou černí B. Inkluze mohou v buňkách zabírat až 90% 
sušiny [1]. Mikroorganismy obvykle dokážou PHA syntetizovat jako zásobní zdroj uhlíku a 
energie. Může to být způsobeno jako odpověď na stresovou situaci, ale také v případě, kdy 
má buňka k dispozici nadbytek uhlíkatého substrátu a její růst je omezený v důsledku limitace 
esenciálními živinami. [5,6] Na základě experimentů a pozorování, které provedli Macrae a 
Wilkinson, bylo dokázáno, že při absenci exogenního zdroje uhlíku a zdroje energie, dochází 
u těchto bakterii právě k utilizaci PHA jako rezervního energetického materiálu. Dlouhodobé 
hladovění buňky vede k její autolýze a následné smrti [7]. 
 
 
Obrázek 1: Schematická struktura PHA inkluze (vlevo) a bakterie Pseudomonas aeruginosa 
produkující PHA (vpravo) [2,8]. 
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Obrázek 2: Obecná struktura PHA a znázornění scl a mcl PHA [9]. 
 
Tyto přírodní polyestery jsou atraktivní zejména svými fyzikálně-chemickými 
vlastnostmi. PHA jsou nerozpustné ve vodě, relativně odolné vůči hydrolýze a hlavně 
v přírodě rozložitelné [2]. Mohou být mikrobiálně syntetizovány za použití obnovitelných 
zdrojů uhlíku. Považovat za pozitivní lze rovněž jejich mechanické vlastnosti, které jsou, jak 
už bylo výše zmíněno, velmi podobné syntetickým plastům.  
Podle počtu atomů uhlíku v monomerní jednotce klasifikujeme PHA do dvou skupin. 
Scl PHA (short-chain-lenght), jejichž monomerní jednotky jsou tvořeny 3-5 uhlíkovými 
sloučeninami. Patří mezi nejvíce prostudovanou skupinu biopolymeru tohoto typu. 
Nejznámější je poly(3-hydroxybutyrát) (PHB) a jeho kopolymery. Nízkomolekulární PHB, 
obsahující přibližně 120-200 monomerních jednotek, se vyskytuje v mikrobiálních 
organismech nejen jako jejich zásobní materiál, ale je také všudypřítomný v přírodě. Studium 
tohoto polymeru prokázalo jeho velmi širokou distribuci u mikroorganismů, rostlin a zvířat 
[9]. Vysoký potenciál má v průmyslu jako vysokomolekulární biodegradabilní polymer. PHB 
je stereoregulární homopolymer s asymetrickými uhlíkatými atomy v (R)-konfiguraci, což je 
důvodem jeho vysoké krystalinity. Krystalinita jej dělá tuhým a zároveň křehkým materiálem. 
Rovněž disponuje i velice dobrými mechanickými vlastnostmi podobnými syntetickému 
polypropylenu. V porovnání s polypropylenem, jak je uvedeno v tabulce 1, vykazuje vyšší 
tuhost a vyšší bod tání. Z mechanického hlediska jsou zajímavé kopolymery 3-
hydroxybutyrátu a poly(3-hydroxyvalerátu (P[3HB-co-3HV]) a 3-hydroxybutyrátu a 4-
hydroxybutyrátu (P[3HB-co-4HB]). Produkce těchto polymerů je závislá nejen na výběru 
mikrobiálního kmene využitého k produkci, ale také na přítomnosti prekurzoru využívajícího 
se k biosyntéze (P[HB-co-HV]). Jejich vlastnosti se liší od vlastností PHB nižší teplotou tání, 
nižší krystalinitou a vyšší flexibilitou. Se zvyšujícím se zastoupením 3HV v polymeru se 
snižuje jeho krystalinita [9,2,10]. 
 
 
Obrázek 3: Struktura kopolymeru P(3HB-co-3HV) [2]. 
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Tabulka 1: Porovnání vlastností polymerů a jejich kopolymerů s polypropylenem [9]. 
Polymer 
Teplota tání 
(C°) 
Síla v tahu 
(MPa) 
Youngův 
modul 
pružnosti 
(GPa) 
Roztažnost (%) 
P(3HB) 179 40 3,5 3,0 
P(3HB-co-3HV) 90:10 150 25 1,2 20 
P(3HB/-co-3HV) 80:20 135 20 0,8 100 
P(4HB) 53 104 149 1000 
P(3HB-co-4HB) 90:10 159 24 - 242 
P(3HB-co-4HB) 10:90 50 65 100 1080 
PP 170 34,5 1,7 400 
 
 Druhou skupinou jsou mcl PHA, které obsahují 6-14 uhlíkových atomů. Od scl PHA 
se liší svými chemickými a mechanickými vlastnostmi. Tím největším rozdílem proti scl PHA 
je jejich nízká teplota tání a krystalinita, které omezují jejich použitelnost jako termoplasty. 
V porovnání s vlastnostmi scl PHA a jejich derivátů mají potenciál spíše v aplikacích 
vyžadujících flexibilní a elastické vlastnosti [9,10]. 
2.1.1 Biosyntéza PHA 
PHA mohou být syntetizovány dvěma způsoby a to jak chemicky, tak biologicky. 
Biosyntéza PHA je dnes již velmi dobře prostudovaná v mnoha bakteriích. Modelovým 
organismem se stal Cupriavidus necator, jako nejlépe prostudovaný mikroorganismus 
v souvislosti s produkcí PHA. K syntéze polyesterů dochází u mikroorganismů tehdy, pokud 
mají nadbytek uhlíkatého zdroje, ale naopak jsou limitovány některou z esenciálních živin 
[6,11]. PHA jsou syntetizovány ve formě intracelulárních granuli (Obrázek 1), obalených 
fosfolipidovou dvojvrstvou, na které jsou umístěny proteiny zodpovědné za metabolismus 
PHA. Mezi tyto proteiny patří depolymerázy, PHA syntázy, regulační a strukturní proteiny 
[2,11]. Nejdůležitějším komponentem pro uskutečnění biosyntézy je Acetyl-CoA, který 
dodává 3-hydroxyalkanoyl-CoA jako substrát pro PHA syntázy. Rovněž lze ale tento substrát 
dodat také jako produkt β-oxidace mastných kyselin za předpokladu, že výchozím substrátem 
jsou oleje [13]. 
2.1.1.1  Biosyntéza PHB 
Syntéza PHB zahrnuje tříkrokovou reakci, probíhající za předpokladu, že zdrojem 
uhlíku je cukr, pyruvát nebo acetát. Biosyntéza je katalyzována třemi zásadními enzymy, 
kterými jsou β-ketothioláza, Acetyl-CoA reduktáza (NADPH-dependentní) a PHB syntéza. 
Jsou kódovány geny phbA, phbB a phbC, lokalizovanými na jednom operonu.  
Prvním krokem je kondenzační reakce, katabolizovaná β-ketothiolázou, dvou molekul 
acetyl-CoA, ze kterých vzniká acetoacetyl-CoA. Vzniklý produkt je následně redukována na 
(R)-3hydroxybutyryl-CoA. Její katalýza je uskutečňována NADPH-dependentní acetoacetyl-
CoA reduktázou. Nakonec dochází k polymerizační reakci (R)-3hydroxybutyryl-CoA 
enzymem PHB syntézou. 
Klíčovou roli v regulaci syntézy PHB hraje intracelulární koncentrace acetyl-CoA a 
volného koenzymu A. V případě vyrovnaných růstových podmínek, tedy pokud není 
mikroorganismus limitován nedostatkem důležitých živin, je acetyl-CoA oxidován 
v citrátovém cyklu. V tomto cyklu vzniká NADH, který je následně odbouráván. Pokud dojde 
ke zvýšení množství NADH způsobeného například limitací nedostatkem dusíku, začne 
NADH působit inhibičně na enzymy citrátového cyklu, což vede k důvodu, proč nemůže být 
acetyl-CoA odbouráván pomoci TCA a dojde k syntéze PHB [9]. 
 
11 
 
 
Obrázek 4: a) Geny kódující syntézu PHB lokalizované na jednom operonu, b) schematické znázornění 
tříkrokové syntézy PHB [9]. 
 
2.1.1.2 Biosyntéza P(3HB-co-3HV) 
Jelikož má homopolymer PHB nepříliš vhodné fyzikální vlastnosti, začal se výzkum 
více soustředit na jeho kopolymer PHBV, který disponuje výhodnějšími vlastnostmi. 
Inkorporace 3 nebo 5 uhlíkatých monomerních jednotek do polymeru, složeného zejména 
z jednotek hydroxybutyrátu, snižuje jeho krystalinitu a teplotu tání v porovnání 
s homopolymerem PHB. Několik druhů PHA s různými 3C a 5C monomerními jednotkami, 
může být produkováno modelovým organismem pro biosyntézu PHA C. necator. Zastoupení 
monomerních jednotek je ovlivněno typem a množstvím zdroje uhlíku, který je 
suplementován do růstového média.  
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Přidání prekurzoru, jakými mohou být propionová nebo valerová kyseliny, do média, vede 
k produkci náhodného kopolymeru obsahujícího 3HB a 3HV monomerní jednotky. 
Biochemická dráha tvorby kopolymeru PHBV je znázorněna na obrázku 5. Během této 
syntézy je kondenzace propionyl-Co-A a acetyl-CoA katalyzována odlišným enzymem než u 
PHB a to sice β-ketothiolázou, nicméně kódovanou jiným genem (btkB), který má vyšší 
specifitu pro propionyl-CoA než 3-ketothioláza kódovaná genem phbA. Dalším krokem 
biosyntézy je redukce 3-ketovalerátu-CoA na (R)-3-hydroxyvaleryl-CoA a konečná 
polymerizace PHBV je katalyzována stejnými enzymy jako u biosyntézy PHB, čili enzymy 
Acetoacetyl-CoA-reduktázou a PHA syntázou [9]. 
Dalšími prekurzory, které je možno využít pro syntézu kopolymeru jsou mastné 
kyseliny s lichým počtem uhlíku. Využitím těchto prekurzorů dochází ke vzniku 3-
hydroxyvalerátu β-oxidací [13]. Existují ale také kmeny bakterií se schopností syntetizovat 3-
hydroxyvalerát bez přídavku prekurzoru, pouze na médiu s jednoduchými cukry. Tyto 
organismy zahrnují například rody halofilních mikroorganismů, dále rody Corynebacterium, 
Nocardia, Rhodococcus a rovněž mutantní kmen C. necator [9,13]. 
 
 
Obrázek 5: Znázornění biochemické dráhy tvorby kopolymeru PHBV pro R. eutropha Biosyntéza 
PHBV Haloferax mediterranei [11]. 
 
H. mediterranei patří mezi extrémně halofilní archeální kmen (viz kap. 2.2.5.3) Patří 
mezi organismy, schopné biosyntézy kopolymeru PHBV bez přídavku prekurzoru pro tvorbu 
monomerní jednotky 3-hydroxyvalerátu. H. mediterranei syntetizuje potřebný propionyl-CoA 
přímou cestou nejčastěji z glukózy nebo škrobu. Způsob syntézy prekurzoru propionylu-CoA 
u tohoto kmenu byl objasněn teprve nedávno. V roce 2013 navrhl Han a kol. [14] čtyři možné 
dráhy syntézy propionyl-CoA a to citramalátovou dráhu, aspartátovou dráhu, metylmalonyl-
CoA dráhu a 3-hydroxypropionátovou dráhu. Tyto čtyři cesty jsou schematicky znázorněny 
na obrázku 6. 
První dvě dráhy, citramalátová a aspartátová, vedou ke vzniku 2-oxobutyrátu, který je 
přeměňován již stejnými kroky na propionyl-CoA. Dráhy se od sebe liší tedy pouze první 
částí syntézy, čili po vznik 2-oxobutyrátu. U citramalátové dráhy je 2-hydroxybutyrát tvořen 
z pyruvátu a acetyl-CoA za katalýzy enzymem CimA-leuBCD. U druhé dráhy, aspartátové, je 
oxalacetát převeden na threonin a metionin, který může být následně přeměněn pomoci 
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threonin dehydratázy, respektive methionin γ-lyázou na 2-oxobutyrát. 2-oxobutyrát vytvořeny 
těmito dvěma drahami může být dále dekarboxylací převeden na propionyl-CoA.  
Třetí možná dráha vychází ze sukcinyl-CoA a byla nazvaná jako metylmalonyl-CoA 
dráha. Sukcinyl-CoA může být izomerizován na (R)-methylmalonyl-CoA pomoci 
methylmalonyl-CoA izomerázy a následně konvertován na (S) formu methylmalonyl-CoA 
epimerázou. Posledním krokem je dekarboxylace (S)-methylmalonyl-CoA na propionyl-CoA 
enzymem (S)-methylmalonyl dekarboxylázou. 
Čtvrtou a také poslední navrhovanou dráhou je 3-hydroxypropionátová dráha. Vychází 
z acetyl-CoA, který je karboxylován na malonyl-CoA a dále redukován přes malonát 
semialdehyd na 3-hydroxypropionát. 3-hydroxypropionát je poté převeden ve třech krocích na 
propionyl-CoA pomoci acyl-CoA syntázou, enoyl CoA hydratázou a acryloyl-CoA 
reduktázou.  
Molární podíl 3HV v PHBV vzrůstá přibližně na 10 mol% v případě, že zdrojem 
uhlíku je glukóza. Rovněž bylo pomoci plynové chromatografie dokázáno v souvislosti 
s dráhou číslo jedna a dva, že přídavkem tří výše zmíněných aminokyselin, threoninu, 
metioninu a izoleucinu vzrůstá molární podíl 3HV v celkovém kopolymeru PHBV [14]. 
 
Obrázek 6: Čtyři navrhované dráhy pro biosyntézu propionyl-CoA, jako potřebného prekurzoru pro 
produkci kopolymeru PHBV u Haloferax mediterranei [14].  
2.1.2 Biodegradace PHA 
Velkou výhodou polyhydroxalkanoátu je jejich možnost biodegradace. PHA mohou 
být degradovány dvěma způsoby a to intracelulárně a extracelulárně. Rozdíl mezi těmito 
dvěma biodegradačními procesy spočívá nejen v lokaci, kde degradace probíhá, ale především 
je dán odlišnou biofyzikální konformací intracelulárních (nativních) PHA a extracelulárních 
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(denaturovaných) PHA. V momentě, kdy jsou inkluze izolovány z buňky, dochází k buněčné 
lýzy a na PHA začnou působit venkovní vlivy, které vedou k nevratným změnám, následkem 
kterých dojde ke krystalizaci struktury a změně konformace. Z tohoto důvodu jsou tedy 
potřeba ke každému způsobu degradace specifické enzymy, kterými jsou extracelulární a 
intracelulární depolymerázy [9]. 
2.1.2.1 Intracelulární biodegradace PHA 
K intracelulárnímu rozpadu PHA dochází působením intracelulárních depolymeráz 
v případě, kdy je nutné dodat buňce zásobní zdroj uhlíku a energie z důvodu limitace nebo 
úplné absence exogenního zdroje. Procesy polymerace i depolymerace probíhají v buňce 
souběžně, avšak každý je jinak intenzivní, což vede k domněnce, že oba tyto procesy jsou 
s největší pravděpodobností regulovány, avšak do dnes není jejich regulace podrobněji 
prostudována [15]. Intracelulárních depolymeráz byla u mikroorganismů nalezená celá řada. 
Rozděleny mohou být na základě jejich lokace v buňce na enzymy začleněné do membrány a 
enzymy obsažené v cytoplazmě. Enzymy spojené s membránou katalyzují hydrolýzu PHA na 
krátké oligomerní řetězce, zatímco enzymy volně se vyskytující v cytoplazmě štěpí krátké 
oligomerní PHA až na monomerní jednotky [16].  
2.1.2.2 Extracelulární biodegradace PHA 
V případě extracelulárních PHA dochází k odlišnému mechanismu odbourávání 
v porovnání s nativními PHA. V přírodě se na rozkladu podílí široká škála mikroorganismů, 
jako jsou například plísně, kvasinky nebo bakterie, které tyto polyestery utilizují, jako zdroj 
energie. Doposud bylo identifikováno 11 skupin bakterií odbourávajících PHA na základě 
jejich substrátové specifity a 95 rodů plísní s touto schopností. Příkladem rodů bakterií 
schopných degradace jsou například Pseudonocardiaceae, Micromonosporaceae, 
Thermonospora, Streptosporangiaceae, nebo Streptomycetaceae. Při této degradaci je 
nezbytná přítomnost extracelulárních depolymeráz. Fakt, jestli organismus bude PHA 
odbourávat nebo ne, je tedy podmíněn tvorbou a exkrecí nezbytného enzymu konkrétním 
organismem do okolí. Syntéza PHA depolymerázy je vysoce regulovaná. Většina 
mikroorganismů degradujících PHA potlačuje syntézu depolymerázy v přítomnosti jiného 
zdroje uhlíku, nicméně po vyčerpání živin je syntéza depolymerázy zpuštěna [9,2,17]. 
Extracelulární degradace probíhá v každém ekosystému, ať už jde o půdu, mořské 
vody, či kaly a může probíhat za aerobních i anaerobních podmínek. Degradace polymeru je 
ovlivněna mikrobiologickými parametry daného ekosystému, jako jsou populační hustota, 
mikrobiální diverzita, mikrobiální aktivita a v neposlední řadě také prostorové zastoupení 
mikroorganismů. Zrovna tak je nutné brát do úvahy fyzikálně-chemické parametry 
ekosystému, mezi které se bezpochyby řadí, a má tak velký vliv na biodegradaci, teplota, pH, 
obsah vody a kyslíku, redoxní potenciál a zásoba živin. Na biodegradabilitu má rovněž vliv 
samotný polymer. Nejdůležitějším faktorem jsou stereoregularita, krystalinita, molekulární 
hmotnost a typy monomerních jednotek, či způsob zpracování materiálu. Degradací PHA se 
zabývá mnoho studií, orientační čas potřebný k odbourání polymeru v rozličných prostředích 
je uveden v tabulce 2 [9,2]. 
 
Tabulka 2: Čas potřebný k degradaci polymeru, studovaný v rozličném prostředí.[9] 
Studované prostředí Doba degradace (týdny) 
Anaerobní kaly 6 
Půda 75 
Mořská voda 350 
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2.1.3 Aplikace PHA 
PHA reprezentují unikátní kombinaci vlastností, podobné syntetickým polymerům, 
díky kterým mají vysoký potenciál využitelnosti v aplikacích napříč mnoha odvětvími. K této 
skutečnosti je nutné také přičíst jejich další výhody, jakými jsou hydrofobicita, nebo možnost 
využití obnovitelných zdrojů k produkci. Na rozdíl od klasických petrochemických plastů 
nejsou PHA závislé na dostupnosti ropy. Biodegradace těchto materiálů vede k rozkladu na 
neškodné, v přírodě se běžně vyskytující molekuly. Všechny tyto charakteristiky dělají tyto 
biopolymery, čím dál tím víc atraktivnějšími a nabízí tak inovativní řešení v mnoha směrech 
nejen spotřebního průmyslu [9]. 
První komerční aplikace se objevila v Německu, kde byly PHA využity jako obalový 
materiál pro kosmetický průmysl. Tyto pozoruhodné přírodní polymery lze využít jako běžné 
funkční předměty v každodenním životě. Příkladem jsou různé obalové materiály, pytle na 
odpad, respektive bioodpad, který lze následně kompostovat spolu s tímto obalovým 
materiálem. Dále jsou to nákupní tašky, nitě, textilie, rybářské vlasce, spotřební elektronika. 
Díky své hydrofobicitě mají uplatnění při povrchových úpravách v aplikacích vyžadujících 
voděodolnost. V zahradnictví a zemědělství nachází uplatnění jako aplikace pro cílenou 
dopravu insekticidu, pesticidu, herbicidů a živin [9,18]. 
Velice vysokým přínosem jsou PHA bezesporu v biomedicínských aplikacích a to 
především díky jejich biokompatibilitě. Jediným produktem po degradaci zůstává (R)-3-
hydroxybutanová kyselina, běžný savčí metabolit, který se dokáže v těle vstřebat bez 
jakéhokoliv metabolického, nebo histologického narušení. Ukázkovým příkladem může být 
využití PHB a jeho rigidní struktury, jako fixační materiál při frakturách kostí. Naopak mcl 
PHB a jeho kopolymery, vykazující větší flexibilitu se nabízejí jako velice slibný materiál pro 
výrobu cévních náhrad, chirurgických nití, obvazů, prsních protéz a dalších implantátů [9]. 
Ve tkáňovém inženýrství nacházejí využití jako scaffold a farmaceutickém jsou perspektivním 
materiálem, který lze využít pro nosiče v řízeném uvolňování léku. Je tedy patrné, že PHA 
jsou oprávněně považovány za materiál 21. století a stejně tak oprávněně jsou dávaný do 
souvislosti s nepřeberným množstvím potenciálních aplikací [17].  
 
2.1.4 Ekonomické aspekty a výhledy do budoucna 
Ačkoliv PHA poskytuje mnoho benefitů jak pro průmysl, tak pro životní prostřední, 
stále jsou zde faktory, na které je nutné brát zřetel a tou je ekonomická stránka věci. I přes to, 
že je ropa neobnovitelný zdroj, její zásoby jsou stále velké a neočekává se tedy, že by její 
cena dramaticky vzrostla. Náklady na konvenční plasty jsou tedy podstatně nižší, než náklady 
na produkci PHA. Velmi výraznou položku v nákladech na výrobu tvoří cena za substráty. 
Vhodnou alternativou, která velmi snižuje tyto výdaje je utilizace odpadních substrátu 
s minimálními finančními náklady. Využití vybraných mikrobiálních kmenů vyžaduje vysoké 
výdaje na sterilaci zařízení, médií a zrovna tak na udržení aseptických podmínek během celé 
biosyntézy polymerů. V neposlední řadě náklady zvyšují drahá, často hořlavá a toxická, 
organická rozpouštědla, či jiná činidla pro některé náročnější metody extrakce PHA z buňky. 
Všechna tato kritéria nesou vysoký podíl na nákladech určených na produkci PHA. Snaha 
hledat stále nové alternativy, nejen jak zefektivnit samotný proces biosyntézy, ale také jak 
snížit produkční náklady je zcela na místě [19,20].  
 Velice zajímavým řešením, jak minimalizovat náklady ve spojitosti také s požadavky 
na sterilitu, drahými organickými činidly a drahá zařízení je využití jako potenciálních 
producentů extremofilní, respektive halofilní mikroorganismy. Vzhledem k jejich 
požadavkům na život v prostředí s vysokou salinitou, která je pro běžně se vyskytující 
mikroorganismy toxická, nemá tak vysoký nárok na sterilitu prostředí. Stejně tak není nutné 
v tomto případě, využívat k extrakci PHA drahá organická činidla a to z důvodu vysoké 
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koncentrace soli v produkčním médiu. Lýze buňky, tak lze dosáhnout purifikací 
deionizovanou vodou. Na druhou stranu nevýhodou může být fakt, že vysoká koncentrace 
soli, má velmi negativní vliv na fermentační zařízení, vyrobené z oceli. V případě, že není 
nutné provádět kultivaci za zvýšeného tlaku, je na vhodnější využití k soli odolnějších 
materiálů k výrobě fermentoru, například plasty, uhlíkovou ocel nebo keramiku. Schéma 
produkce pomoci těchto extrémofilů a jejich výhody je znázorněno na obrázku 11 [20]. 
Hlavním cílem biotechnologické produkce PHA je logicky získat co největší 
koncentraci produktu. Toho lze dosáhnout primárně co největším obsahem sušiny v buňce. 
Pro zvýšení PHA produkce mikroorganismy je nutné buď nalézt nejvhodnější substrát, který 
bude konkrétní bakterie nejlépe utilizovat, nebo zapojením metod genového inženýrství, dnes 
velmi populárního v mnoha směrech, a pomoci rekombinantní DNA technologie vytvořit co 
nejatraktivnějšího a nejperspektivnějšího producenta PHA [19]. 
 
2.2 Mikrobiální producenti PHA 
PHA jsou produkovány širokým spektrem bakteriálních kmenu, napříč celou taxonomii. 
V souvislosti s produkcí je dnes spojováno více než 75 rodů mikrobiálních organismů, mezi 
kterými jsou například rody Azobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Delftia, Alcanovirax, 
Bacillus, Bulkholderia, Klebsiella, Pseudomonas, Marinobacter, Ralstonia, Rhizobium a 
mnoho dalších. Potenciální producent samozřejmě musí splňovat mnoho předpokladů, mezi 
které se řadí bezesporu jednoduchá genová manipulace. S tímto předpokladem souvisí fakt, že 
poslední pokroky v systémové a syntetické biologii dovolují, pomoci genových modifikací, 
zkonstruovat extrémně efektivní PHA produkující kmen. Velice žádanou vlastností je širší 
rozmezí pH a teploty, při kterém jsou producenti schopni rychlejšího růstu. Rovněž je 
pozitivní větší velikost buněk a křehká Buněčná stěna z důvodu snazší izolace PHA granulí 
z biomasy. Podstatným kritériem je, aby vybraný mikroorganismus nevykazoval patogenitu a 
produkci toxických látek [21]. 
2.2.1 Bacillus megaterium 
Prokaryotní organismus řadíce se z taxonomického hlediska k rodu Bacillus, který spadá do 
třídy Bacilli [22]. Druhy těchto bakterií mají velmi pestrou morfologii, na základě které se 
tento rod dělí do morfologických skupin. Obecně však mají tvar rovných tyčinek různé délky, 
často se vyskytujícími ve dvojicích nebo řetízcích [23]. Mnoho druhů rodu Bacillus je 
známých pro svou produkci antibiotik jako jsou bicitracin, subtilit nebo gramicidin [24]. 
Bacillus megaterium je aerobní sporotvorný mikroorganismus vyskytující se v široce 
rozmanitém prostředí od půdy po mořskou vodu, v sedimentech, medu, rybách, či sušených 
potravinách. Bakterie je schopná růst v jednoduchém médiu až na 65 druzích uhlíkatého 
substrátu, mezi které se řadí i laktóza. Je jen velmi málo organismů, které jsou schopny 
přeměnit laktózu, hlavní organickou složku syrovátky, přímo na PHA. B. megaterium je 
vůbec prvním mikroorganismem, ze kterého byl izolován PHB. Platil tedy dlouho v této 
problematice za modelový organismus. Disponuje podobnou biosyntetickou dráhou jako 
Cupriavidus necator, který je nyní považován za modelový organismus [6,25] 
2.2.2 Cupriavidus necator 
Bakteriální kmen Cupriavidus necator, známý rovněž jako Hydrogenomonas eutropha, 
Alcaligenes eutrophus, Ralstonia eutropha nebo také Wautersia eutropha. Jedná se o gram-
negativní, fakultativně chemolitotrofní mikroorganismus [6]. Izolován byl před 50 lety z 
vodního pramene poblíž města Göttingen. Dnes je nejlépe prostudovaným producentem PHA. 
Výzkum této bakterie v 60. letech byl soustředěn zejména na fyziologii akumulace PHA, 
biosyntézu a samozřejmě zdokonalení podmínek pro produkci biomasy. Ačkoliv je dnes tato 
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bakterie pojmenovaná Cupriavimus necator, velmi často se lze v odborné literatuře setkat i se 
dalším označením, nejčastěji právě jako R. eutropha.  
C. necator není schopen při svém metabolismu využívat glykolýzu a to z toho důvodu, že 
není schopen produkovat enzym 1,6-bisfosfát-aldolázu. Utilizuje fruktózu, kterou 
metabolizuje Entner- Doudoroffovou cestou [26]. Vzhledem k tomu, že je bakterie výborně 
prostudovaná ve spojitosti s produkcí velkého množství PHA, je považována za potenciálního 
průmyslového producenta. [6,27] C. necator je schopen akumulace velkého množství PHB 
v případě nevyvážených růstových podmínek a utilizuje širokou škálu uhlíkatých zdrojů 
s výjimkou glukózy [28].  
 
 
Obrázek 7: Bakterie C.necator [11]. 
2.2.3 Rod Burkholderia 
Rod Burkholderia spadá z taxonomického hlediska do čeledi Burkholderiaceae. Představují 
gramnegativní pohyblivé bakterie ve tvaru tyčinek. Jejich motilitu zajišťuje jeden nebo častěji 
několik polárních bičíků. V případě nedostatků zdroje uhlíku produkuje mnoho druhů PHB 
jako zásobní materiál. Patří do skupiny chemoorganotrofních, striktně aerobních 
mikroorganismů. Jako zdroj uhlíku a energie slouží velmi široké spektrum organických látek. 
Dříve se mnoho druhů řadilo mezi Pseudomonas. Nejčastěji se jedná o půdní a vodní bakterie 
[23]. 
2.2.3.1  Burkholderia cepacia 
B. cepacia je gram-negativní bakterie, považovaná za velmi perspektivního 
producenta PHA zejména v souvislosti s produkcí z hydrolyzátů celulózy a hemicelulózy, 
protože je schopná utilizovat různé hexózy a pentózy, které po hydrolýze lignocelulózových 
materiálů vznikají (Obrázek 8). Výhodou je také její tolerance k antimikrobiálním látkám. 
Bakterie však patří mezi oportunní patogen, který se projevuje vůči osobám trpících 
poruchami imunitního systému, jakým je například cystická fibróza [23,29]. 
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Obrázek 8: B. cepacia na cukrové třtině pořízená pomoci TEM [30]. 
2.2.3.2 Burkholderia sacchari 
B. sachari je gram-negativní bakterie, která byla poprvé izolovaná z plantáží cukrové 
třtiny v Brazílii. Je považována za slibného bakteriálního producenta PHB. Pro růst a 
dosažení vysoké buněčné hustoty využívá jako zdroj uhlíku sacharózu. Kromě sacharózy je 
schopná využívat xylózu, jako samostatný zdroj uhlíku a rovněž hydrolyzát hemicelulózy 
z cukrové třtiny, což vede k předpokladu, že se jedná o další kmen schopný využívat odpadní 
substráty pro produkci PHA, jakými jsou právě lignocelulózové materiály. B. sacchari je 
schopná také produkce kopolymerů, tedy inkorporace monomerních jednotek 4HB, 3HV a 
3HHx do PHA obsahující nejčastěji 3HB. Je nutné ji však dodat kosubstrát, jakým jsou 
nejčastěji kyselina valerová, hexanová nebo propionová, které jsou následně konvertovány na 
tyto monomerní jednotky [31]. 
2.2.4  Rod Pseudomonas 
Do rodu Pseudomonas se řadí přísně aerobní bakterie, většinou psychrofilní povahy, 
nedisponující kvasnými schopnostmi. Vyskytují se ve tvaru tyčinek a koků. Jako zdroj 
energie a uhlíku jsou schopny využít nejrůznější organické sloučeniny. Nedisponuje nároky 
na žádné specifické růstové látky. Vzhledem k jejich bohaté enzymové výbavě jsou některé 
druhy hojně využívány pro průmyslovou oxidaci organických sloučenin a to hlavně při 
výrobě léků. Jsou velmi nežádoucí v potravinářství a některé druhy (např. Pseudomonas 
aeruginosa) jsou patogeny pro člověka, zvířata i rostliny [23]. 
 Zájem o tento rod v souvislosti s PHA vzrůstá zejména díky jeho schopnosti 
produkovat mcl PHA. Jak už bylo výše zmíněno kapitole 2.1, mcl PHA se vyznačují 
odlišnými vlastnostmi od PHB nebo jeho kopolymerů. Konkrétní složení těchto polymerů 
však závisí na použitém kmenu, substrátu a kultivačních podmínkách. Ve většině případů 
obsahují více monomerních jednotek, lišících se svým procentuálním zastoupením. Nejčastěji 
využívanými kmeny jsou P. putida, P. aerigunosa (Obrázek 1), P.syringae, P. oelovrans [8]. 
2.2.5 Halofilní mikroorganismy 
Halofilní mikroorganismy představují skupinu mikroorganismů s nároky na vysokou 
salinitu prostředí, způsobující vysoký osmotický tlak, potřebný pro jejich růst. Jsou k nalezení 
ve všech evolučních doménách, mezi Archeami, bakteriemi i Eukaryotami. Halofilní 
organismy se vyskytují v prostředí s extrémně vysokou salinitou, jako jsou slaná jezera, 
bažiny, moře, a které lze nalézt v různých geografických oblastech po celém světě. Na 
základě jejich požadavku na koncentraci soli pro optimální růst mohou být rozděleny do dvou 
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skupin, mírní a extrémní halofilové. Mírní halofilové rostou v přítomnosti 3-15% (w/v) soli 
s tolerancí 0-0,25% (w/v). Druhá skupina, tzv. extrémofilové, je specifická svou ještě vyšší 
náročností na přítomnost NaCl. Ačkoliv halofilové potřebují vysokou koncentraci NaCl pro 
svůj růst, je nežádoucí, aby sůl difundovala dovnitř buňky. Jsou proto vybaveni dvěma 
mechanismy zabraňující difuzi. Prvním obranným mechanismem je akumulace 
anorganických iontů k vyrovnání osmotického tlaku. Tento mechanismus využívají zejména 
aerobní, extrémně halofilní archea a některé anaerobní halobakterie. Druhým mechanismem 
je schopnost některých druhů akumulovat ve vodě rozpustné, nízkomolekulární, organické 
sloučeniny, které zajišťují nízkou intracelulární koncentraci soli. 
Extrémofilní mikrobiální producenti se stávají velmi populárními v oblasti 
biotechnologické produkce mnoha průmyslově atraktivních látek. Oplývají řadou výhod, 
které by mohly v budoucnu výrazně přispět ke zlepšení produkce a hlavně ke snížení nákladů 
na produkci PHA. Příkladem může být práce Kollera a kolektivu, kteří demonstrují produkci 
PHA pomoci kmene Haloferax mediterranei jejichž náklady jsou až o 30% nižší než při 
použití rekombinačního kmene Escherichia coli. Schopnost syntézy PHA byla prokázána 
například u rodů Haloarcula, Natrialba, Haloterriegena, Halococcus, Haloquadratum, 
Halorubrum, Natronobacterium, Natronococcus, Halobacteruium a Halomonas. Jejich 
unikátní halofilní vlastností, umožňují růst při vysokém pH, nutná je přítomnost vysoké 
koncentrace chloridu sodného v médiu a širokého teplotního rozmezí viz tabulka 3. Díky 
těmto vlastnostem, nemají mikrorganismy tak striktní nároky na sterilitu prostředí a zajišťují 
tak menší náchylnost ke kontaminaci během procesu kultivace. Příkladem je experiment 
s kmenem Halomonas campaniensis LS21, který byl kultivován v nesterilním prostředí po 
dobu 65 dní, aniž by podlehl kontaminaci. Halofilní organismy, zejména druh Halomonas 
jsou kandidáty na produkci široké škály produktů, mezi které se na prvním místě řadí PHA, 
PHB a PHBV, enzymy například amyláza, proetázy, xylázy a celulázy, dále β-karoten, 
glycerol, bakteriorodopsin a další [20,32]. 
Akumulace PHA byla u halofilů vypozorovaná poprvé v roce 1972. Studovaný 
mikroorganismus byl poté pojmenován „Halobacterium sp. from the Dead Sea“ a bylo tak 
učiněno na základě místa nálezu. Později však byla provedena podrobná identifikace, která 
prokázala, že se jedná o druh Haloarcula marismortui. [33] Od té doby je nacházeno a 
využíváno stále více druhů k syntéze PHA. Mezi neprostudovanější kmeny patří Haloferax 
mediterranei, Halomonas bolinviensis, Halomonas sp. TD01, Halomonas campaniensis, rod 
Deleya [23,20]. 
 
Tabulka 3: Na+, pH, teplotní optima a rozmezí uvedených extrémně halofilní mikroorganismy [34]. 
Rodové 
jméno 
Druhové 
jméno 
Na
+
opt 
(M) 
Na
+
range 
(M) 
pHopt pHrange Topt 
(°C) 
Trange 
(°C) 
O2 
Haloarcula marismortui 3,7 1,7-5,1 - - 45 - aerobní 
Haloarcula quadrata 3,9 2,7-4,3 6,8 5,9-8,0 52 - anaerobní 
Halobacterium noricence 2,7 2,1- - 5,2-7 41 - aerobní 
Halococcus dombrowskii 3,9 2,55- 7 5,8-8 39 - aerobní 
Halococcus hamelinensis 2,55 2,13-5,1 - 4-9 37 - aerobní 
Halococcus morrhuae 4 2,5- 7,2 5,2-7,9 35 28-50 aerobní 
Halococcus saccharolyticus 4 2,5- 7,2 6-8 37 - aerobní 
Halococcus solifodinae 3,9 2,13- 7 6,8-9,5 40 - aerobní 
Haloferax mediterranei 2,5 1-5,2 6,5 - 51 20-55 aerobní 
 
2.2.5.1 Rod Halococcus 
Rod Halococcus se taxonomicky řadí do archeální čeledi Halobactericeae. Vyskytuje 
se ve formě koků po dvou, v tetrádách, balíčcích nebo nepravidelných shlucích. Převážná část 
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kmenů tohoto rodu se barví gramnegativně. Jsou to nepohyblivé, striktně aerobní 
mikroorganismy. Patří do skupiny extrémních halofilů. K růstu vyžadují minimálně 2,5M 
NaCl. Je schopen růst v širokem jak teplotním rozmezí 28-50°C, tak pH. Kolonie jsou 
načervenalé až červené. Některé kmeny tohoto rodu mají schopnost akumulovat PHA. Mezi 
tyto kmeny patří Halococcus salifodianae, Halococcus dombrowskii nebo Halococcus 
morrhuae [23,33]. 
 
 
Obrázek 9: Halococcus morrhuae [33] 
2.2.5.2 Rod Halomonas 
  Rod Halomonas se řadí do čeledi Halomonadaceae. Jsou to gramnegativní krátké, 
v některých případech pleomorfní tyčinky.  Mohou být pohyblivé pomoci polárních bičíku, 
ale také nepohyblivé. Mají schopnost akumulovat PHB jako intracelulární rezervní produkt. 
Kolonie těchto bakterií jsou bíle až žlutě zbarvené. Rostou v rozmezí pH 5 až 10. Jako zdroj 
uhlíku utilizují sacharidy a aminokyseliny. Z hlediska požadavku na chlorid sodný se řadí 
mezi halotolerantní až mírně tolerantní, schopné růst v rozmezí 0-20% NaCl. V extrémních 
případech až 32,5% NaCl. Teplotní rozmezí pro růst je 15-45 °C. Kmeny tohoto rodu byly 
izolovány ze slunečních solivarů, hyperslaných jezer, solných lagun v Antarktidě, hyperslané 
půdy a mořské vody [23]. 
Mezi zástupce rodu Halomonas schopných produkovat PHA patří Halomonas 
bolinvienses, toleruje 0 až 25% NaCl, roste v rozmezí pH 6-11. Dokáže růst ve velmi 
rozsáhlém teplotním rozmezí 0 až 45°C. Kmen využívá jako zdroj uhlíku především glukózu, 
xylózu a sacharózu. Za optimálních podmínek je schopný produkovat PHB o vysoké 
molekulové hmotnosti až 1100 kDa.  
Další dva potenciální kmeny druhu Halomonas, spojené s nízkonákladovou produkci 
PHA jsou Halomonas sp. TD01 a Halomonas Campaniensis. Halomonas sp. TD01 roste při 
optimální koncentraci soli 5-6% NaCl a pH 9. Je schopný akumulovat až 80% PHB na médiu 
obsahující glukózu. Během experimentu zaměřeného na produkci PHB byla kultura 
převedena z média obsahující standardní optimální médium, do druhého s média, které bylo 
limitováno dusíkem. Po ukončení kultivace tvořilo množství naakumulovaného PHB více než 
70% sušiny. Využitím bylo více než 50% glukózy, z čehož lze usuzovat, že právě limitace 
dusíkem je pozitivní při produkci tohoto biopolymeru. H. campaniensis LS21 disponuje 
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schopností růst v umělé mořské vodě a kuchyňském odpadu, jakožto směsi substrátu 
obsahující zejména celulózu, tuky, mastné kyseliny a škrob. V případě kuchyňského odpadu 
je však perspektivnější spíše rekombinantní kmen, který produkuje až 70% PHB, jelikož 
schopnost produkce divokého typu se pohybuje pouze okolo 26% [20]. 
2.2.5.3 Haloferax mediterranei 
H. mediterranei je extrémně halofilní archeální kmen patřící do rodu Haloferax. Tento rod se 
vyznačuje pleomorfními buňkami. Jedná se striktně aerobní, gramnegativní organismus. 
Jejich kolonie jsou charakteristické mukózním vzhledem. Mají schopnost růstů v širokém 
teplotním rozmezí 20 až 55°C (Tabulka 3). Ke svému růstu vyžadují přítomnost hořečnatých 
iontů. Řadí se mezi chemoorganotrofy. Jako zdroj uhlíku a energie utilizují řadu substrátů. 
Jsou součástí mikrobiální populace Mrtvého moře a zjištěny byly také v solivarech. S největší 
pravděpodobností osídlují i další prostředí s vysokou koncentraci Mg2+ [23]. 
H. mediterranei je význačný produkcí rozličných intracelulárních a extracelulární 
bioproduktů, mezi které patří PHBV, extracelulární polysacharidy (EPS), karotenoidy C50 
(bisanhydrobacterioruberin, hydrobacteriuruberin, bacterioruberin) a C45 (2-isopebtenyl-3,4-
dehydrorhodophin) a bakteriociny, respektive halociny. PHBV produkuje jako zdroj 
zásobního materiálu. H. mediterranei je také významným producentem EPS, které mají 
funkci ochranného biofilmu. Karotenoidy jsou produkovány v souvislosti s fluiditou 
membrány jako adaptace na salinitu, teplotu. Slouží také jako vychytávače volných radikálů. 
Rovněž halociny mají podstatnou roli pro tento organismus a plní funkci antimikrobiálních 
látek. Jako zdroj uhlíku metabolizuje glukózu. Je schopen ale také utilizovat velké množství 
různých uhlíkatých substrátů i z odpadních zdrojů, jako jsou syrovátka, hydrolyzovaná 
laktóza z mléčných produktů, nebo extrudovaný škrob. Několik halofilních kmenů, včetně H. 
mediterranei je schopno syntetizovat PHBV, bez přidání jakéhokoli prekurzoru pro syntézu 
3HV monomeru, přímou cestou z uhlíkatých zdrojů, jakým jsou právě například sacharidy. 
Biosyntéze PHBV se podrobněji věnuje kapitola 2.1.1.2. Už v roce 1995 byl H. mediterranei 
poprvé zaveden jako potenciální producent bioplastů. A řadí se tak mezi největší a 
nejperspektivnější halofilní producenty PHA. Komplexní přehled o biotechnologickém 
potenciálu tohoto kmene a jeho příbuzných druhů byl vypracován Quillaguamanem a jeho 
kolegy [35,36,20,37]. 
 
 
Obrázek 10: Haloferax mediterranei produkující PHA. [39] 
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Obrázek 11: Schéma produkce PHA pomoci halofilních mikroorganismů a jejich výhody [20]. 
2.3 Extracelulární polysacharidy 
Extracelulární polysacharidy (EPS) jsou vysokomolekulární biopolymery produkované 
mnoha druhy mikroorganismů. EPS jsou vylučovány při produkci ven z buňky a jsou tedy 
považovány za extracelulární metabolity. Z funkčního hlediska vytvářejí buňky dva druhy 
polysacharidů. Mohou plnit buď funkci zásobní, nebo strukturní a v buňkách jsou zodpovědné 
za řadu funkcí. EPS mají důležitou úlohu zejména při růstu buňky a rovněž jsou důležité pro 
buňku v různých stresových podmínkách. EPS jsou vylučovány do prostoru ve formě 
mukózního filmu, či slizu. Existují druhy bakterií, které jsou schopny produkovat i více než 
jeden typ EPS. Platí ale, že jeden typ, produkovaný více bakteriálními kmeny se může ve 
svých vlastnostech lišit. EPS jsou strukturně poměrně jednoduché sloučeniny. Mohou být 
rozděleny EPS na homopolysacharidy a heteropolysacharidy. Homopolysacharidy se skládají 
ze stejných opakujících se monomerních jednotek, zatímco u heteropolysacharidů lze najít 
v řetězci více různých monomerních jednotek. Z funkčního hlediska slouží EPS buňce jako 
ochranný biofilm. Dokáže buňky chránit před nepříznivými vlivy, jakými jsou vysychání, 
fagocytóza, antibiotika, či toxické látky. Dále přispívají k udržování osmotického tlaku a 
mohou buňku před cizorodými organismy [40,41,42]. 
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Mezi průmyslově významné mikrobiální kmeny produkující EPS patří bakterie 
Xanthomonas campestris (xanthan), Sphingomonas paucimobilis (gellan), Acetobacter 
xylinum (celulóza), Rhizobium sp. (sukcinoglykan), nebo bakterie rodu Leuconostoc 
(dextrán). Průmyslově se vyrábí ale jen málo EPS. Důvodem může být zejména patogenita 
producentů. Schopnost produkce byla prokázána také u halofilních mikroorganismů [41, 43].  
Co se týče využitelnosti EPS, potenciál nalézají v mnoha odvětvích. Je zcela na místě 
zmínit v prvé řadě potravinářský, kosmetický ale také farmaceutický průmysl. V  průmyslu je 
lze využít k suspendaci nebo zahušťování, nebo tvorbě emulzí [40, 44]. 
2.4 Halofilní mikroorganismy jako producenti EPS 
EPS byly izolovány také z mnoha rodů, patřících zejména do skupiny halofilních 
mikroorganismů. Halofilními producenty EPS jsou rody Haloferax (kmeny Haloferax 
mediterranei,Haloferax gibonsii, Haloferax denitrificans), Haloarcula, Halococcus, 
Notronococcus a Halobacterium a rod Halomonas. Extrémofilní mikroorganismy mají 
vyvinuty rozličné adaptační mechanismy, které jim umožňují ochranu v extrémních 
podmínkách, jakými mohou být vysoká teplota, salinita, nízké pH nebo vysoká radiace. Mezi 
tyto strategie patří také biosyntéza EPS. Fyziologická role EPS závisí na prostředí, ze kterého 
je mikroorganismus izolován. Ve skutečnosti je výroba EPS proces, který vyžaduje značné 
energetické náklady (až 70% celkové energie), což představuje pro mikroorganismus 
významnou investici uhlíkatého zdroje.  
Složení i množství produkovaných EPS je vysoce závislé na složení média a podmínkách 
kultivace. Biosyntéza EPS obyčejně probíhá v případě, kdy je zdroj uhlíku v nadbytku a 
zároveň dochází k limitaci některou z dalších živin, například dusíkem, nebo kyslíkem. 
Biosyntéza může být také ovlivněna dalšími parametry, kterými mohou být složení 
kultivačního média, zdroj uhlíku a dusíku, přítomnost stopových prvků, pH, teplota nebo 
koncentrace kyslíku [43]. 
2.4.1 Produkce EPS pomoci Haloferax mediterranei 
Ačkoliv je H. mediterranei více spojován spíše s produkcí PHA, byla u něj prokázaná 
mimo jiné i produkce EPS. H. mediterranei produkuje EPS jako ochranný biofilm ve formě 
narůžovělé mukózní vrstvy na povrchu buňky, což lze pozorovat na obrázku 12. 
Dlouhodobějším pozorováním a experimenty Kollera a kol. bylo zjištěno, že v případě 
limitace H. mediterranei zdrojem energie,neslouží EPS jako rezervní materiál uhlíku. Jedná 
se o anionické EPS vysoké molekulové hmotnosti. Z reologického hlediska je jsou tyto 
biopolymery přirovnatelné ke xanthanu, což je biopolymer, rovněž patřící do skupiny 
extracelulárních heteropolysacharidů. Z tohoto hlediska lze usoudit, že mají vysoký potenciál 
využití v potravinářských technologiích jako zahušťovadla nebo stabilizátory. Na druhou 
stranu mají i určitá negativa. V případě vyšší viskozity dochází ke komplikacím při 
biotechnologické kultivaci H. mediterranei. Vyšší viskozita způsobuje obtížně v prostupu 
kyslíku během aerobní kultivace, což má za následek zvýšené nároky na výkon a energii 
míchacího zařízení v bioreaktoru [36]. 
Jak bylo objasněno Parolisem a kol., představují tyto EPS sulfatované polysacharidy, 
skládající se z pravidelných, opakujících se trisacharidových jednotek jedné manózy (Man) a 
dvou skupin 2-acetamido-2-deoxyglukurobové kyseliny (GlcNAcA). Na každém trisacharidu 
je přítomná jedna sulfoesterová vazba, vyskytující se na třetím uhlíku druhé jednotky 
GlcANcA. Struktura a způsob vazby je ilustrován na obrázku 13. Podobné sulfatované EPS 
produkují řasy a mají vysoký potenciál v kosmetickém průmyslu jako inhibitory 
hyaluronidázy, antialergeny a protizánětlivé složky. Díky jejich antioxidační aktivitě rovněž 
jako nutraceutika. Jelikož disponují i antibakteriální, antivirální a anti-tumorovou aktivitou 
mohou být rovněž vhodnými terapeutickými činidly [36,45].  
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Obrázek 12: Archea Haloferax mediterranei. 
 
 
Obrázek 13: Struktura a sekvence pravidelných opakujicích se jednotek sulfatovaných EPS 
produkovaných pomoci H. mediterranei [36]. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Použité chemikálie, mikroorganismy a přístroje 
3.1.1 Využitý mikroorganismus 
V experimentální práci byla k produkci PHA využita kultura archeálního kmene Haloferax 
mediterranei DSM 1411. Tato kultura byla získaná z Liebnitz institutu, Německé sbírky 
mikroorganismů a buněčných kultur Braunschweig.  
3.1.2 Použité chemikálie 
Chlorid sodný, NaCl, Lachema (ČR) 
Chlorid vápenatý dihydrát, CaCl2·2H2O, Lachema (ČR) 
Chlorid draselný, KCl, Onex (ČR) 
Citronan amonno-železitý, NH4Fe
III
 citrát , Fluka 
Siran hořečnatý heptahydrát, MgSO4·7H2O , Lach-Ner (ČR) 
Hydrogenuhličitan sodný, NaHCO3, Lach-Ner (ČR) 
Bromid sodný, NaBr, Lachema (ČR) 
Kvasnicový extrakt, HIMEDIA, Indie 
Glukóza monohydrát, C6H12O6·H2O, Lach-Ner (ČR) 
Xylóza, C5H10O5, Sigma Aldrich (SRN) 
Manóza, C6H12O6, Sigma Aldrich (SRN) 
Glycerol, C3H8O3 
Hydroxid sodný, NaOH, Lach-Ner (ČR) 
Etanol, C2H6O, Lach-Ner (ČR) 
Methanol, CH3OH, VWR Prolabo Chemicals 
Chloroform,CHCl3, VWR Prolabo Chemicals 
Kyselina sírová 96%, H2SO4 Lach-Ner (ČR) 
Fenol, C6H6O 
Vinan sodno-draselný, C4H4KNaO6, Lachema (ČR) 
3,5-dinitrosalicylová kyselina, Sigma Aldrich (SRN) 
 
3.1.3 Přístroje 
Plynový chromatograf 
-Trace GC Ultra FID detector 
-Kolona-DB-WAX 30 m by 0,25 mm  
Nanofotometr Pearl, Implen 
Spektrofotometr Helios δ, Unicam 
Analytické váhy, Boeco 
Laminární box Aura mini, Bio air instrument 
Termostat blokový SBH-200D, Stuart 
Vodní lázeň Julabo TW2 
Centrifuga U-32R, Boeco  
Centrifuga Sigma, Sartorius 
Předvážky EW 620, Kern 
Orbital Shaker-incubator ES-20, Biosan 
Inkubátor Hiedolph 
Vortex TK3S, techno Kartell 
pHTestr30, Vitrum 
Běžné laboratorní sklo a pomůcky 
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3.2 Kultivace Haloferax mediterranei 
3.2.1 Příprava inokula 
Inokulum Haloferax mediterranei bylo připraveno v objemu 50 ml živného média do 
100 ml Erlenmeyerových baněk. Následná kultivace probíhala na třepačce při teplotě 37°C, 
po dobu 48 hodin.  
3.2.2 Živné médium 
Pro přípravu inokula bylo použito následující submerzní médium. Toto médium bylo 
rovněž následně použito jako produkční. 
NaCl 150 g  
CaCl2·2H2O 0,69 g 
KCl 4 g 
NH4Fe
III
 citrát 0,063 g 
SL6 1,25 ml 
MgSO4·7H2O 20 g 
NaHCO3 0,25 g 
NaBr 0,5 g 
Yeast extrakt 6,25 g 
Glukóza 30 g 
Destilovaná voda 1000 ml 
   
Pro přípravu inokula na Petriho miskách, bylo využito stejné složení živného média jako u 
submerzního, do kterého bylo navíc přidáno 20 g/l agaru. Média byly po přípravě sterilovány 
při teplotě 121 °C po dobu 20 minut. Roztoky glukózy a stopových prvků (SL6) byly přidány 
až po sterilace média. 
3.3 Stanovení biomasy 
3.3.1 Gravimetrické stanovení biomasy 
Do předem zvážených zkumavek bylo po ukončení kultivace odebráno 10 ml vzorku. 
Poté byly vzorky centrifugovány při 6000 ot/min po dobu 5 minut. Supernatant byl odebrán 
pro stanovení obsahu EPS. Biomasa byla promyta destilovanou vodou a následně opět 
centrifugovány při 8000 ot/min po dobu 5 minut. Získaná biomasa byla vysušena při 75°C do 
konstantní hmotnosti.   
3.3.2 Spektrofotometrické stanovení koncentrace biomasy 
Koncentrace biomasy v médiu byla stanovená také turbidimetricky, měřením zákalu. 
Vzorky jednotlivých kultivací byly vhodně naředěny roztokem NaCl o koncentraci 100 g/l a 
následně byla změřena absorbance zákalu při vlnové délce λ=630 nm proti roztoku NaCl. 
Výsledná koncentrace biomasy byla vypočítaná z regresní rovnice kalibrační přímky.  
3.3.2.1 Stanovení kalibrační přímky biomasy 
Kalibrační přímka pro stanovení koncentrace biomasy byla sestrojena ředěním suspenze 
buněk roztokem chloridu sodného a koncentraci 100 g/l. Pro stanovení sušiny bylo odebráno 
10 ml vzorku a centrifugováni při 6000 ot/min po dobu 5 minut. Supernatant byl odstraněn, 
biomasa byla promyta roztokem NaCl a opět centrifugována při 8000 ot/min po dobu 5 minut. 
Kapalná část byla odlita, biomasa byla vysušena při 75 °C a následně zvážena. Ředěním 
biomasy o známé koncentraci byla sestrojena kalibrační přímka ).(c fA biomasa630   
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3.4 Stanovení PHA pomoci plynové chromatografie 
Princip této metody spočívá v převedení PHA, pomoci kysele katalyzované esterifikace, na 
těkavý metylester-β-hydroxykarboxylové kyseliny.  
3.4.1 Stanovení kalibrační přímky 
Kalibrační přímka byla sestavena pomoci dostupných standartních roztoků P(3HB) a 
P(3HB-co-3HV). Do vialek byl pipetován standardní roztok o objemu 0,05; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 
a 1 ml a poté byly doplněny chloroformem na celkový objem 1 ml. K roztoku bylo přidáno 
0,8 ml interního standardu (kyselina benzoová v 15% kyselině sírové a methanolu). Následně 
byly vzorky pečlivě uzavřeny a umístěny v termostatu vyhřátém na 95°C, kde probíhala 
esterifikace po dobu 3 hodin. Po ukončení esterifikace a vychladnutí vialek byl celkový objem 
smíchán s 0,5 ml NaOH. Po protřepání a oddělení fází bylo ze spodní fáze odpipetováno 
0,05 ml do menších vialek a přidáno 0,950 ml chloroformu. Vialky byly uzavřeny a vzorky 
analyzovány pomoci plynové chromatografie (GC/FID). 
3.4.2 Stanovení koncentrace PHA v biomase 
Celková koncentrace PHA v biomase, respektive koncentrace 3HB a 3HV byly stanoveny 
pomoci plynové chromatografie s FID detekcí. Do vialek bylo naváženo přibližně 10 mg 
biomasy s přesností na 0,1 mg. Následně bylo ke vzorku přidáno 1 ml chloroformu a 0,8 ml 
15% kyseliny sýrové v metanolu. Vialky byly pečlivě uzavřeny víčkem. Takto připravené 
vzorky byly umístěny do termostatu vyhřátého na 95°C, kde probíhala esterifikace po dobu 3 
hodin. Po ukončení esterifikace a vychladnutí vialek byly vzorky převedeny do vialek o 
větším objemu a bylo přidáno 0,5 ml 0,05 M NaOH. Po protřepání a následném oddělení fází 
bylo odpipetováno 0,05 ml spodní vrstvy do vialek. Poté bylo přidáno 0,950 ml chloroformu. 
Vialky byly uzavřeny a vzorky byly analyzovány pomoci GC.  
3.5 Gravimetrické stanovení koncentrace EPS 
Ze supernatantu, získaného centrifugací biomasy, bylo odpipetováno 3ml vzorku do 
předem zvážených centrifugačních zkumavek. Přidáním 6 ml vychlazeného etanolu a 
následného protřepání byly vysráženy extracelulární polysacharidy (EPS). Vzorek byl poté 
centrifugován při 6000 ot/min po dobu 5 minut. Kapalná část byla odlita a vysrážené EPS 
byly rozpuštěny v destilované vodě a opětovně vysráženy vychlazeným etanolem v poměru 
1:2. Po vysrážení byly vzorky opět centrifugovány při 6000 ot/min po dobu 5 minut. Proces 
pročištění byl znovu zopakován. Vysrážené EPS se sušily při teplotě 75°C do konstantní 
hmotnosti. 
3.6 Stanovení redukujících sacharidů pomoci 3, 5-dinitrosalicylové 
kyseliny 
Do zkumavek bylo nepipetováno 0,5 ml vzorku a 0,5 ml činidla (1 g 3,5-dinitrosalicilové 
kyseliny, 20 ml hydroxidu sodného o koncentraci 2 mol/l, 50 ml destilované vody, 30 g 
vinanu sodnodraselného). Poté byly vzorky zahřívány ve vodní lázni po dobu 10 minut při 
teplotě 70°C. Po vyjmutí z lázně byly vzorky temperovány na laboratorní teplotu. Následně 
bylo k vzorkům přidáno 10 ml destilované vody a pomoci spektrofotometru byly změřeny 
absorbance při vlnové délce λ=540 nm proti slepému vzorku. Slepý vzorek byl připravován 
souběžně se vzorky a obsahoval místo vzorku 0,5 ml destilované vody. Koncentrace 
sacharidů byla následně vypočítaná z rovnice kalibrační přímky. 
3.6.1 Stanovení kalibrační přímky 
Kalibrační křivka byla sestrojena na základě připravených roztoků o známé koncentraci 
glukózy. Z každého roztoku bylo nepipetováno do zkumavky 0,5 ml a bylo přidáno 0,5 ml 
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činidla 3,5-dinitrosalicylové kyseliny. Zkumavky byly umístěny do vodní lázně vyhřáté na 
70°C a zahřívány po dobu 10 minut. Následně byly vzorky temperovány na laboratorní 
teplotu. Po vychladnutí bylo přidáno do každé zkumavky 10 ml vody a byla 
spektrofotometricky proměřena absorbance při vlnové délce λ=540 nm. 
3.7 Stanovení celkových sacharidů dle Duboise 
K 1 ml vzorku bylo přidáno 5 ml koncentrované kyseliny sírové a 1 ml před připraveného 
roztoku 5% fenolu. Zkumavky byly promíchány a 30 minut temperovány při laboratorní 
teplotě. Následně byla spektrofotometricky pro měřena absorbance při vlnové délce 
λ=490 nm. Souběžně byl připravován slepý vzorek, kde byl 1 ml vzorku nahrazen 
destilovanou vodou. Koncentrace celkových sacharidů byla vypočítána z kalibrační přímky. 
3.7.1 Stanovení kalibrační přímky  
Pro stanovení kalibrační přímky byl připraven roztok glukózy o koncentraci 100 μg/ml. 
Z něj bylo do zkumavek pipetováno 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 a 1 ml. Poté 
byla každá zkumavka doplněna vodou na celkový objem 1ml. K takto připravené kalibrační 
řadě roztoků bylo přidáno 1 ml 5% fenolu a 5 ml koncentrované kyseliny sírové. Roztoky 
byly 30 minut temperovány při laboratorní teplotě a poté proměřeny při λ=490 nm. 
3.8 Studium vybraných parametrů na produkci biopolymerů 
3.8.1 Studium vlivu substrátu na produkci biopolymerů 
Ve 100ml Erlenmeyerových baňkách byl kultivován, na různých uhlíkatých substrátech, 
Haloferax mediterranei o celkovém objemu živného média 50 ml. Jako substrát byla použita 
glukóza, xylóza, manóza, glycerol, olej a kvasničný extrakt. Koncentrace substrátů přidaných 
do média činila 30 g/l. Médium bylo zaočkováno 5% inokula. Kultivace probíhala na třepačce 
nastavené na 170 rpm, při 37°C po dobu 120 hodin. Po ukončení kultivace byla v narostené 
kultuře stanovena koncentrace biomasy, koncentrace PHA v sušině, obsah EPS 
v supernatantu a obsah celkových a redukujících sacharidů v EPS.  
3.8.2 Studium vlivu koncentrace NaCl na produkci biopolymerů 
Na kultivaci bylo připravené živné médium v 100ml Erlenmeyerových baněk. Každá 
baňka obsahovala 50 ml živného média. Studium vlivu koncentrace soli na produkci bylo 
pozorováno u pěti různých koncentrací v rozmezí 50-300 g/l NaCl. Byla použita média o 
koncentraci 50, 100, 150, 200 a 300 g/l NaCl. Médium bylo zaočkováno 5%. Kultivace 
probíhala na třepačce nastavené na 170 rpm, při 37°C po dobu 120 hodin. Po ukončení 
kultivace byla v narostené kultuře stanovena koncentrace biomasy, koncentrace PHA 
v sušině, obsah EPS v supernatantu a obsah celkových a redukujících sacharidů v EPS.  
3.8.3 Studium vlivu přítomnosti světla na produkci biopolymerů 
Do 250ml Erlenmeyerových baněk bylo připraveno živné médium o objemu 100 ml. 
Zaočkování proběhlo 10% inokula. Kultivace probíhala na třepačce nastavené na 170 rpm, při 
teplotě 37°C. Jedna z baněk byla před umístěním na třepačku obalena alobalem, což zamezilo 
přístupu světla ke kultuře. Kultivace probíhala po dobu 120 hodin. Po ukončení kultivace byla 
v narostené kultuře stanovena koncentrace biomasy, koncentrace PHA v sušině a obsah EPS 
v supernatantu. 
3.8.4 Studium vlivu koncentrace glukózy na produkci biopolymerů 
Na kultivaci bylo připravené živné médium 100ml Erlenmeyerových baněk. Každá baňka 
obsahovala 50 ml živného média. Studium vlivu koncentrace glukózy na produkci bylo 
pozorováno u pěti různých koncentrací v rozmezí 15-50 g/l glukózy. Médium bylo 
zaočkováno 5% inokula. Kultivace probíhala na třepačce nastavené na 170 rpm, při 37°C po 
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dobu 120 hodin. Po ukončení kultivace byla v narostené kultuře stanovena koncentrace 
biomasy, koncentrace PHA v sušině a obsah EPS v supernatantu. 
3.8.5 Studium vlivu kultivační teploty na produkci biopolymerů 
Na kultivaci bylo připravené živné médium do 100ml Erlenmeyerových baněk. Každá 
baňka obsahovala 50 ml živného média. Studium vlivu kultivační teploty na produkci bylo 
pozorováno u čtyř různých teplot v rozmezí 37-50°C. Médium bylo zaočkováno 5% inokula. 
Kultivace probíhala na čtyřech různých třepačkách nastavené na 170 rpm, při teplotách 37, 
40, 45 a 50°C po dobu 120 hodin. Po ukončení kultivace byla v narostené kultuře stanovena 
koncentrace biomasy, koncentrace PHA v sušině, obsah EPS v supernatantu a obsah 
celkových a redukujících sacharidů v EPS. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Kalibrační přímky 
4.1.1 Stanovení koncentrace biomasy 
Koncentrace biomasy u bakterie Haloferax mediterranei byla stanovována turbidimetricky, 
měřením zákalu při vlnové délce 630 nm. Kalibrační řada byla zhotovena na základě ředění 
kultury o známé koncentraci biomasy. 
 
Tabulka 4: Závislost absorbance na koncentraci biomasy 
Koncentrace biomasy (g/l) A630 
0,24 0,923  
0,16 0,627  
0,12 0,483 
0,10 0,402 
0,08 0,333 
0,06 0,265 
 
Absorbance byla měřena třikrát. Z těchto hodnot byla vypočtena průměrná hodnota pro 
zhotovení kalibrační řady. Ze závislosti absorbance na koncentraci biomasy (tabulka 1) byla 
stanovena rovnice lineární regrese: xy 9376,3 . Rovnice byla následně využita při 
experimentech pro stanovení koncentrace biomasy. Regresní koeficient 9941,02 R . Graf 
kalibrační přímky je součástí přílohy. 
4.1.2 Stanovení koncentrace PHA 
Pro sestavení kalibrační přímky byly připraveny roztoky standardu o vhodné koncentraci a 
následně byly analyzovány pomocí GC s FID detekcí. Kalibrační přímka byla sestavena ze 
závislosti poměru plochy píku analytu (3HB) interního standardu (ISTD) na koncentraci 3HB 
(Tabulka 5). Rovnice kalibrační přímky: xy 0575,0 . Kalibrační přímka pro monomer 3HV, 
jejíž rovnice je: xy 0878,0  byla sestavena stejným způsobem jako tabulka 6. Grafy 
kalibračních přímek jsou uvedeny v příloze. 
 
Tabulka 5: Závislost koncentrace na poměru plochy píku 3HB a ISTD 
3HB (mg/ml) 3HB/ISTD 
0,538 0,020 
2,152 0,076 
4,303 0,202 
6,455 0,330 
8,606 0,489 
10,758 0,675 
 
Tabulka 6: Závislost koncentrace na poměru plochy píku 3HV a ISTD 
3HV (mg/ml) 3HV/ISTD 
0,202 0,003 
0,403 0,035 
0,605 0,048 
0,806 0,075 
1,008 0,091 
4.1.3 Stanovení redukujících sacharidu 
Pro sestavení kalibrační přímky redukujících sacharidů byl použit roztok glukózy o 
koncentraci 4 g/l. Podrobný postup přípravy je uveden v kapitole 3.6.1. Ze závislosti 
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absorbance na koncentraci glukózy (Tabulka 7) byla stanovena rovnice lineární regrese: 
xy 3085,0 , která byla využita pro stanovení obsahu redukujících sacharidů. Graf kalibrační 
přímky je uveden v příloze. 
 
Tabulka 7: Závislost absorbance na koncentraci glukózy 
Koncentrace glukózy (g/l) A540 
0,551 0,172 
1,101 0,362 
1,652 0,548 
2,202 0,681 
2,753 0,820 
3,303 1,030 
3,854 1,176 
 
4.1.4 Stanovení celkových sacharidů 
Pro sestavení kalibrační přímky byl použit roztok glukózy o koncentraci 100 μg/ml. Postup 
přípravy je uveden v kapitole 3.8.1. Ze závislosti absorbance na koncentraci glukózy (Tabulka 
8) byla stanovena rovnice lineární regrese: xy 0103,0 . Graf kalibrační přímky je uveden 
v příloze. 
 
Tabulka 8: Závislost absorbance na koncentraci glukózy 
Koncentrace glukózy (μg/ml) A490 
20 0,206 
40 0,401 
60 0,602 
80 0,793 
100 1,065 
 
4.2 Studium vlivu substrátu na produkci biopolymeru 
4.2.1 Stanovení obsahu biomasy a PHA 
Pro studium vlivu substrátu na produkci biopolymeru byla jako substrát zvolena glukóza, 
xylóza, manóza, glycerol, olej, kvasničný extrakt a směs glukózy a glycerolu v poměru 2:1 ve 
prospěch glukózy, 1:2 ve prospěch glycerolu a 1:1. Podrobnější postup experimentu je uveden 
v kapitole 3.8.1. 
Biomasa byla stanovena dvěma metodami, spektrofotometricky a gravimetricky. Získaná 
koncentrace biomasy je uvedena v tabulce 9. V souvislosti se stanovením obsahu biomasy je 
z obrázku 14 patrné, že největší nárůst biomasy byl zaznamenán při použití glycerolu 9,59 g/l 
a glukózy 6,03 g/l jako substrátu. Za vhodný substrát lze také považovat směs glukózy a 
glycerolu v poměru 2:1, kde nárůst biomasy činil 4,17 g/l. Naopak nejnižší nárůst biomasy lze 
pozorovat u použití oleje (1,87 g/l). V případě, kdy byla jako substrát použita směs glukózy a 
glycerolu v poměru 1:2 ve prospěch glycerolu, k nárůstu biomasy nedošlo.  
Z obrázku 14 lze také pozorovat, že hodnoty získané gravimetricky se od 
spektrofotometricky naměřených hodnot liší. Rozdíl je možné vysvětlit přítomností soli, která 
zůstává ve vzorku biomasy při gravimetrickém stanovení. Z tabulky 9 je patrné, že 
v porovnání se zbylými substráty, je u směsí glukózy a glycerolu dosaženo nižších 
koncentrací biomasy. To je způsobeno tím, že tato biomasa byla před centrifugací promyta 
destilovanou vodou, s cílem zbavit se přebytečné soli. Je tedy viditelné, že zbytková sůl může 
ovlivňovat výsledky při stanovení gravimetrickou metodou.  
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Tabulka 9: Koncentrace biomasy za použití různých substrátů 
Substrát 
Koncentrace biomasy (g/l) 
Gravimetrie Spektrofotometrie 
Glukóza   6,67 ± 0,15 6,03 ± 0,04 
Manóza 10,38 ± 0,28 3,90 ± 0,08 
Glycerol 11,65 ± 2,84 9,59 ± 0,08 
Olej   4,30 ± 2,34 1,87 ± 0,01 
Xylóza   9,03 ± 4,02 3,83 ± 0,15 
Kvasničný extrakt 14,28 ± 2,12 2,60 ± 0,07 
Glukóza:Glycerol (1:1)   3,31 ± 0,10 3,25 ± 0,08 
Glukóza:Glycerol (2:1)   3,78 ± 0,15 4,17 ± 0,01 
Glukóza:Glycerol (1:2) ― 0,26 ± 0,00 
 
 
 
Obrázek 14: Závislost koncentrace biomasy na použitém substrátu. 
 
Pro produkci PHA jsou nejlepší volbou substráty glukóza (46,81%) a glycerol (45,51%) 
jak je patrné z Tabulka 10. Na základě tohoto zjištění byl proveden další experiment, ve 
kterém byla jako substrát zvolena směs glukózy a glycerolu v různých poměrech. U substrátu, 
přidaném v poměru 1:1 a 2:1 ve prospěch glukózy byl zjištěn vysoký obsah jak celkových 
PHA, tak monomerů 3HV. U směsi glukózy a glycerolu v poměru 1:1 činil obsah PHA 
80,60% a 3HV monomeru 12,01%. U směsi glukózy a glycerolu v poměru 2:1 byl 
zaznamenán obsah PHA 61,92% a 3HV monomeru 16,61%. Naopak jako ne moc vhodné 
substráty se jeví olej (15,75%), manóza (17,29%) a xylóza (18,50%). Ačkoliv jak lze 
pozorovat z obrázku 15 za přítomnosti xylózy v médiu je dosaženo poměrně vysokého obsahu 
monomeru 3HV (9,21%). 
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Tabulka 10: Obsah PHA za použití různých substrátu. 
Substrát 
 
Koncentrace PHA 
 (g/l) 
Obsah PHA v sušině 
(%) 
Podíl 3HV  
(%) 
Glukóza 3,11 ± 0,27 46,81 ± 5,07 7,63 ± 0,15 
Manóza 1,78 ± 0,35 17,29 ± 3,83 8,72 ± 0,50 
Glycerol 5,18 ± 0,80 45,51 ± 4,25 5,90 ± 0,26 
Olej 0,71 ± 0,42 15,75± 1,28 5,05 ± 5,05 
Xylóza 1,63 ± 0,65 18,50 ± 1,08 9,21 ± 1,28 
Kvasničný extrakt 3,76 ± 0,28 27,23 ± 6,02 7,97 ± 2,04 
Glukóza:Glycerol (1:1) 2,67 ± 0,23 80,60 ± 5,76 12,01 ± 1,64 
Glukóza:Glycerol (2:1) 2,34 ± 0,31 61,92 ± 4,92 16,61 ± 2,13 
 
 
Obrázek 15:Obsah PHA a podíl monomeru 3HV produkovaných za použití různých substrátů. 
4.2.2 Gravimetrické stanovení EPS 
Extracelulární polysacharidy byly vysráženy ze supernatantu po centrifugaci biomasy a 
následně byly stanoveny gravimetricky. Výsledné koncentrace jsou uvedeny v tabulce 11. 
Tyto hodnoty byly vyneseny do grafu (Obrázek 16), ze kterého je patrné, že nejlepším 
substrátem pro produkci EPS je xylóza (5,10 g/l), manóza (4,70 g/l) a glycerol (4,75 g/l). 
Naopak nejnižší produkce byla zaznamenána u směsi glukózy a glycerolu v poměru 1:2 1,87 
g/l. Nicméně tyto výsledky mohou být zkresleny množstvím soli vysrážené spolu s EPS ze 
supernatantu, i přes skutečnost, že EPS byly podrobeny procesu přesrážení. Pro potvrzení 
ovlivnění výsledků solí, bylo stanoveno množství celkových a redukujících sacharidů 
v supernatantu. Redukující sacharidy byly stanoveny spektrofotometricky pomocí 3,5-
dinitrosalicylové kyseliny. V supernatantu nebyly prokázány žádné redukující sacharidy, což 
znamená, že se v médiu po ukončení kultivace nevyskytoval žádný nevyužitý substrát. Postup 
stanovení je uveden v kapitole 3.6.  
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Tabulka 11: Koncentrace EPS v supernatantu za použití různých substrátů. 
Substrát Koncentrace EPS (g/l) 
Manóza 4,70 ± 0,05 
Glukóza 3,15 ± 0,01 
Glycerol 4,75 ± 0,03 
Xylóza 5,10 ± 0,03 
Olej 2,90 ± 0,02 
Kvasničný extrakt 2,05 ± 0,04 
Glukóza:Glycerol (1:1) 1,87 ± 0,03 
Glukóza:Glycerol (2:1) 4,23 ± 0,07 
Glukóza:Glycerol (1:2) 2,53 ± 0,25 
 
 
Obrázek 16: Závislost koncentrace EPS na použitém substrátu. 
 
4.2.3 Spektrofotometrické stanovení EPS 
Celkové sacharidy byly v EPS stanoveny metodou podle Duboise. Podrobný postup 
stanovení je uveden v kapitole 3.7. Výsledný obsah celkových sacharidů je uveden v tabulce 
12, ze které je patrné, že největší koncentrace celkových sacharidů byla zaznamenána u 
glukózy (1,16 g/l) a směsi glukóza a glycerol 2:1 (1,31 g/l). Naopak nejnižší koncentrace byla 
naměřena u xylózy (0,73 g/l) a glycerolu (0,69 g/l).  
 
Tabulka 12: Koncentrace celkových sacharidů a jejích procentuální obsah v EPS 
Substrát Koncentrace celkových 
sacharidu (g/l) 
Obsah celkových sacharidů 
v EPS (%) 
Xylóza 0,73 ± 0,02 14,25 ± 0,02 
Glukóza 1,16 ± 0,00 36,90 ± 0,00 
Kvasničný extrakt 0,79 ± 0,00 38,63 ± 0,00 
Olej 0,97 ± 0,00  33,36 ± 0,00 
Manóza 0,76 ± 0,01 16,16 ± 0,01 
Glycerol 0,69 ± 0,00 14,44 ± 0,00 
Glukóza:Glycerol (1:1) 0,97 ± 0,00 34,63 ± 0,00 
Glukóza:Glycerol (2:1) 1,31 ± 0,01 20,69 ± 0,01 
Glukóza:Glycerol (1:2) 0,87 ± 0,00 22,95 ± 0,00 
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Obrázek 17: Obsah celkových sacharidů v extrahovaných EPS. 
 
Do grafu (Obrázek 17) bylo vyneseno procentuální zastoupení sacharidů. Před stanovením 
byly EPS purifikovány s cílem zbavit se co největšího podílu soli, ale i tak lze pozorovat, že 
celkový obsah sacharidů se pohybuje okolo 39 %, což znamená, že výsledky EPS stanovené 
gravimetricky mohou být, i po purifikaci, ovlivněny zbytkovou solí. Je na místě ale také 
zmínit fakt, že v extracelulární matrici mohou být i jiné látky, například proteinové povahy. 
Tyto látky není možné pomocí metody dle Duboise zaznamenat. Z toho vyplývá, že rozdíl 
hodnot získaných spektrofotometricky a gravimetricky, nemusí být zcela nutně způsoben 
pouze kontaminací solí. Nejvyšší obsah celkových sacharidů v EPS byl zaznamenán u vzorků, 
kde byl jako zdroj uhlíku použit kvasničný extrakt (38,63%), glukóza (36,90%) a směs 
glukózy a glycerolu v poměru 1:1 (34,63%). Nejnižší obsah celkových sacharidů byl naměřen 
u xylózy (14,25%) a glycerolu (14,44%).  
 
4.3 Studium vlivu koncentrace NaCl na produkci biopolymerů 
4.3.1 Stanovení obsahu biomasy a PHA 
H. mediterranei je extrémně halofilní mikroorganismus, který je schopný přežít v širokém 
rozmezí koncentrace soli v médiu. Z toho hlediska byly zvoleny v médiu koncentrace NaCl 
v rozmezí 50-300 g/l a byl studován vliv na produkci biopolymerů. Podrobný postup 
experimentu je uveden v kapitole 3.8.2. 
Na základě hodnot uvedených v tabulce 13, biomasa dosahovala nejvyšší koncentrace 
v přítomnosti 200 a 150 g/l chloridu sodného. Koncentrace biomasy dosahovaly při těchto 
podmínkách 5,02 g/l a 6,20 g/l. Jak je vidět z obrázku 18, tak při gravimetrickém stanovení 
koncentrace biomasy lineárně roste, což by mohlo být způsobeno solí z kultivačního média. 
Koncentrace 50 g/l NaCl je naopak tak nízká, že zde nenarostla téměř žádná biomasa. 
Zajímavým poznatkem během této kultivace bylo, že při různých koncentracích soli v médiu 
byla biomasa odlišně zbarvena. Tento fakt je možné vysvětlit tak, že produkce karotenoidů, 
které mohou být pomoci H. mediterranei  produkovány, je ovlivněna koncentrací NaCl 
v médiu (obrázek 19). Více barevných pigmentů bylo produkováno při nižších koncentracích 
(100 g/l), při které je zaznamenaná nižší koncentrace biomasy a PHA. Naopak nejméně 
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karotenoidů produkuje ve vysokých koncentracích soli, kde je zase vyšší koncentrace 
biomasy a vyšší produkce PHA [46]. 
 
Tabulka 13: Obsah biomasy při různých koncentracích NaCl v médiu. 
Koncentrace 
NaCl (g/l) 
Koncentrace biomasy (g/l) 
Gravimetrie Spektrofotometrie 
50 ― 0,09 ± 0,00 
100   5,15 ± 0,35 3,99 ± 0,39 
150 10,73 ± 0,96 5,02 ± 0,57 
200 13,94 ± 0,24 6,20 ± 0,05 
300 14,66 ± 1,92 2,88 ± 0,03 
 
 
Obrázek 18: Závislost koncentrace biomasy na koncentraci NaCl v médiu. 
 
 
Obrázek 19: Kultivace H. mediterranei při různých koncentracích soli v médiu. Z leva 50 g/l, 100 g/l, 
150g/l a 200 g/l. 
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Na základě stanovených hodnot, uvedených v tabulce 14,  je pro produkci PHA nejvhodnější 
koncentrace 200 g/l NaCl v médiu. Při této koncentraci byl zaznamenán nejvyšší obsah PHA 48,12% a 
vysoký obsah 3HV 9,40%. Při koncentraci 100 g/l je obsah PHA poměrně nízký a jak je patrné z 
obrázku 20, při této koncentraci nebyl zaznamenán žádný podíl monomeru 3HV. Nejnižší obsah PHA 
byl zaznamenán při použití koncentrace 300 g/l 15,99%, nicméně při této koncentraci byl naopak 
stanoven nejvyšší obsah monomerní jednotky 3HV 10,93%. 
 
Tabulka 14: Obsah PHA při různých koncentracích NaCl v médiu. 
Koncentrace NaCl 
 
Koncentrace PHA 
 (g/l) 
Obsah PHA v sušině 
(%) 
Podíl 3HV  
(%) 
100 0,93 ± 0,04 18,17 ± 0,42 0,00 ± 0,00 
150 3,70 ± 0,56 34,30 ± 2,12 8,27 ± 2,70 
200 6,71 ± 0,11 48,12 ± 0,01 9,40 ± 0,30 
300 2,37 ± 0,56 15,99 ± 2,32 10,93 ± 0,08 
 
 
 
Obrázek 20: Obsah PHA v závislosti na koncentraci NaCl v médiu. 
 
4.3.2 Gravimetrické stanovení EPS 
V tabulce 15 jsou uvedeny koncentrace přesrážených i nepřesrážených EPS a procentuální 
rozdíl mezi nimi, který dosahuje v případě koncentrace 300 g/l NaCl téměř 95 %. Tento rozdíl 
může být způsoben enormním množstvím soli, vysrážené spolu s EPS ze supernatantu. Z toho 
důvodu bylo přistoupeno k opakovanému přesrážení EPS s cílem eliminovat množství soli 
zkreslující výsledky. Jak lze pozorovat z obrázku 21, je patrné, že nejvhodnější pro produkci 
EPS je nejvyšší koncentrace soli v médiu, tedy 300 g/l. Nicméně i přes proces purifikace 
mohou být EPS stále ovlivněny solí. Nejvhodnější koncentrací pro produkci EPS jsou stejně 
jako u biomasy a PHA koncentrace 150-200 g/l chloridu sodného, při kterých koncentrace 
EPS činila 2,75 g/l respektive 3,07 g/l. Naopak nejnižší koncentrace EPS byla zaznamenána 
při koncentraci 50 g/l NaCl (1,35 g/l). 
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Tabulka 15: Obsah EPS v závislosti na koncentraci NaCl 
Koncentrace NaCl 
(g/l) 
Koncentrace EPS (g/l) Procentuální 
rozdíl (%) Nepromyté EPS Promyté EPS 
50     7,45 ±   0,15 1,35 ± 0,05 81,89 ± 0,31 
100   10,53 ±   0,57 1,42 ± 0,18 86,57 ± 0,99 
150   21,10 ±   1,57 2,75 ± 0,12 86,94 ± 0,42 
200   29,93 ±   2,97 3,07 ± 0,23 89,73 ± 0,24 
300 112,17 ± 11,87 6,02 ± 0,95 94,67 ± 0,28 
 
 
Obrázek 21:Obsah EPS v závislosti na koncentraci NaCl. 
 
4.3.3 Spektrofotometrické stanovení EPS 
V tabulce 16 jsou uvedeny koncentrace celkových sacharidů a procentuální obsah 
celkových sacharidů v EPS. Nejvyšší obsah celkových sacharidů byl zaznamenána u 
koncentrace 200 g/l NaCl (0,48 g/l) a 300 g/l NaCl (0,42 g/l). Naopak nejmenší koncentrace 
byla pozorována u nejnižší koncentrace chloridu sodného, tedy 50 g/l NaCl (0,16 g/l).  
 
Tabulka 16: Obsah celkových sacharidů v EPS 
Koncentrace NaCl v médiu 
(g/l) 
Koncentrace celkových 
sacharidů (g/l) 
Procentuální obsah celkových 
sacharidů v EPS (%) 
50 0,16 ± 1,59 14,12 ± 1,59 
100 0,27 ± 1,46 29,28 ± 1,46 
150 0,34 ± 2,21 29,55 ± 2,21 
200 0,48 ± 0,74 27,06 ± 0,74 
300 0,42 ± 0,03 8,32 ± 0,03 
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Obrázek 22: Procentuální obsah celkových sacharidů v extrahovaných EPS. 
 
Z Obrázek 22 je patrné, že nejvyšší obsah celkových sacharidů v EPS byl zaznamenán při 100 
g/l NaCl (29,28%) a 150 g/l NaCl (29,55%). Naopak nejnižší obsah celkových sacharidů byl 
stanoven při koncentraci 300 g/l NaCl (8,32%). 
4.4 Studium vlivu přítomnosti světla na produkci biopolymerů 
4.4.1 Stanovení obsahu biomasy a PHA 
Pro studium vlivu přítomnosti světla na produkci biopolymerů PHA a EPS byla jako 
substrát použita glukóza. Z experimentu, prováděném při různých koncentracích soli, bylo 
zjištěno, že k největší produkci PHA dochází v přítomnosti 200 g/l NaCl. Z tohoto důvodu 
byla tato koncentrace využita při studium vlivu přítomnosti světla. Podrobný popis 
experimentu je uveden v kapitole 3.8.3. 
Koncentrace biomasy byla stanovena gravimetricky a spektrofotometricky. Konkrétní 
hodnoty jsou uvedeny v tabulce 17. Porovnáním dosažených výsledků je patrné, že 
přítomnost světla nemá vliv na nárůst biomasy v médiu. Koncentrace biomasy stanovené 
gravimetricky i spektrofotometricky se od sebe liší jen velmi nepatrně. Jak vyplývá z obrázku 
23, nepatrně vyšší koncentrace biomasy byla zaznamenána při kultivaci za tmy (6,84 g/l). 
Větší rozdíl lze opět pozorovat v případě porovnání jednotlivých metod stanovení.  
H. mediterranei je producent nejen biopolymerů, ale rovněž karotenoidů. Z této 
skutečnosti vyplynul předpoklad, že zamezením přístupu světla by se mohla snížit produkce 
karotenoidů ve prospěch produkce biopolymerů. Tento předpoklad se však nepotvrdil. 
Vzhledem k napohled stejnému zbarvení biomasy kultivované jak za přístupu světla, tak za 
tmy, je jasné, že produkce barevných pigmentů u tohoto organismu není závislá od 
přítomnosti světla, jak je tomu u mnoha jiných organismů. 
 
Tabulka 17: Koncentrace biomasy za přítomnosti a nepřítomnosti světla 
Přítomnost 
světla 
Koncentrace biomasy (g/l) 
Gravimetrie Spektrofotometrie 
Tma 13,07 ± 1,52 6,84 ± 0,08 
Světlo 12,44 ± 1,03 5,66 ± 0,20 
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Obrázek 23: Koncentrace biomasy stanovená gravimetricky a spektrofotometricky 
 
Porovnáním hodnot uvedených v tabulce 18 je rovněž jasné, že přítomnost světla nemá vliv 
ani na produkci PHA. Na obrázku 24 je znázorněn obsah PHA v sušině biomasy kultivované 
za tmy (55,46%) a světla (58,31%). Podíl monomeru 3HV je rovněž stejný  při obou 
podmínkách kultivace. 
 
Tabulka 18: Vliv přítomnosti světla na obsah PHA v sušině 
Přítomnost světla 
 
Koncentrace PHA 
(g/l) 
Obsah PHA v sušině 
(%) 
Podíl 3HV 
 (%) 
Tma 7,18 ± 0,40 55,46 ±   5,18 8,57 ± 0,72 
Světlo 7,32 ± 1,98 58,31 ± 13,31 8,55 ± 0,20 
 
 
Obrázek 24: Vliv světla na obsah PHA v sušině 
 
4.4.2 Gravimetrické stanovení EPS 
V případě stanovení EPS v supernatantu je trend stejný jako u stanovení obsahu biomasy a 
PHA. Hodnoty výsledných koncentrací jsou uvedeny v tabulce 19. Z obrázku 25 je patrné, že 
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hodnoty se od sebe liší minimálně. Nepatrně vyšší koncentrace EPS bylo dosaženo v kultivaci 
probíhající za tmy (14,54 g/l). Nutno podotknout, že EPS extrahované během tohoto 
experimentu nebyly podrobeny procesu přesrážení. To je důvod vysokých hodnot 
koncentrací. 
 
Tabulka 19: Vliv světla na produkci EPS 
Přítomnost světla Koncentrace EPS (g/l) 
Tma 14,54 ± 0,81 
Světlo 13,84 ± 0,24 
 
 
Obrázek 25: Vliv světla na koncentraci EPS 
4.5 Studium vlivu koncentrace glukózy na produkci biopolymerů 
4.5.1 Stanovení obsahu PHA v biomase a koncentrace biomasy 
Pro studium vlivu koncentrace glukózy byly použity koncentrace 15, 20, 30, 40 a 50 g/l 
glukózy. Podrobný postup experimentu je uveden v kapitole 3.9.4.  
Z obrázku 26 je patrné, že největší koncentrace biomasy bylo dosaženo v médiu obsahující 
glukózu o koncentraci 40 g/l (4,05 g/l) a 30 g/l (3,72 g/l). Nejnižšího obsahu biomasy bylo 
dosaženo v médiu obsahující glukózu o koncentraci 20 a 50 g/l, což může být způsobeno 
nedostatkem, nebo naopak nadbytkem substrátu, který by mohl vést k inhibici růstu. Hodnoty 
obsahu biomasy jsou uvedeny v tabulce 20.  
 
Tabulka 20: Koncentrace biomasy při různých koncentracích glukózy v médiu 
Koncentrace 
glukózy (g/l) 
Koncentrace biomasy (g/l) 
Gravimetrie Spektrofotometrie 
15 3,27 ± 0,21 3,02 ± 0,07 
20 6,44 ± 0,19 3,19 ± 0,28 
30 7,57 ± 0,06 3,72 ± 0,35 
40 6,41 ± 0,23 4,05 ±0,22 
50 4,90 ± 0,20 3,11 ± 0,05 
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Obrázek 26: Vliv koncentrace glukózy v médiu na obsah biomasy 
 
Pro produkci PHA bylo jednoznačně nejlepší médium obsahující glukózu o koncentraci 30 g/l 
(59,68%). Z obrázku 27 je patrné, že H. mediterranei kultivovaný s koncentracemi glukózy 
15, 20, 40 a 50 g/l vykazuje velmi podobnou produkci PHA. Obsah monomeru 3HV se 
pohybuje s malými odchylkami u všech koncentrací v rozmezí 10-11%. 
 
Tabulka 21: Obsah PHA při různých koncentracích glukózy v médiu 
Koncentrace glukózy 
(g/l) 
Koncentrace PHA 
 (g/l) 
Obsah PHA v sušině 
(%) 
Podíl 3HV  
(%) 
15 1,36 ± 0,02 39,08 ± 0,45 10,10 ± 0,75 
20 2,83 ± 0,05 42,70 ± 1,05 10,85 ± 0,47 
30 4,55 ± 0,15 59,68 ± 0,31 10,56 ± 0,65 
40 2,50 ± 0,03 37,65 ± 0,62 11,07 ± 0,83 
50 2,01 ± 0,02 39,40 ± 0,94 11,01 ± 0,53 
 
 
Obrázek 27: Vliv koncentrace glukózy na produkci PHA 
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4.5.2 Gravimetrické stanovení EPS 
Na základě získaných hodnot, uvedených v tabulce 22, bylo zjištěno, že H. mediterranei 
produkuje nejvíce EPS v médiu obsahujícím 30 g/l glukózy (4,40 g/l). Naopak nejnižší 
koncentrace byla zaznamenána jednoznačně při použití 15 g/l glukózy (0,68%). Z obrázku 28 
je patrné, že koncentrace EPS roste při zvyšování koncentrace glukózy v médiu až po 
dosažení 30 g/l glukózy. Následně začala koncentrace EPS opět klesat. To je možné vysvětlit 
opět tak, že koncentrace 15 g/l je tak nízká, že působí inhibičně, což by mohlo platit i pro 
koncentrace vyšší než 30 g/l. 
 
Tabulka 22: Obsah EPS při různých koncentracích glukózy. 
Koncentrace glukózy 
(g/l) 
Koncentrace EPS (g/l) Procentuální 
rozdíl (%) Nepromyté EPS Promyté EPS 
15 36,32 ± 0,86 0,68 ± 0,04 98,13 ± 0,15 
20 52,65 ± 0,39 2,03 ± 0,07 96,14 ± 0,20 
30 45,97 ± 0,55 4,40 ± 0,10 90,43 ± 0,21 
40 55,35 ± 0,44 3,58 ± 0,04 93,53 ± 0,05 
50 21,62 ± 0,79 2,98 ± 0,13 86,21 ± 0,15 
 
 
Obrázek 28: Vliv koncentrace glukózy na obsah EPS. 
 
4.6 Studium vlivu kultivační teploty na produkci biopolymerů 
4.6.1 Stanovení obsahu biomasy a PHA 
H. mediterranei disponuje také schopností přežívat v širokém teplotním rozmezí [34]. 
Z tohoto důvodu byl zaveden experiment, při kterém byla sledována produkce biopolymerů 
v závislosti na kultivační teplotě. Podrobný postup experimentu je uveden v kapitole 3.8.5.  
Z obrázku 29 je patrné, že k největšímu nárůstu biomasy došlo při teplotě kultivace 45°C 
(4,66 g/l) a následně při 37°C (3,66 g/l). Naopak nejmenší nárůst biomasy byl zaznamenán při 
teplotě kultivace 50°C (1,95 g/l).  
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Tabulka 23: Koncentrace biomasy v závislosti na kultivační teplotě. 
Teplota 
(°C) 
Koncentrace biomasy (g/l) 
Gravimetrie Spektrofotometrie 
37 6,04 ± 0,25 3,66 ± 0,19 
40 4,29 ± 0,98 3,28 ± 0,01 
45 6,22 ± 1,15 4,66 ± 0,00 
50 2,45 ± 0,49 1,95 ± 0,02 
 
 
Obrázek 29: Koncentrace biomasy v závislosti na kultivační teplotě. 
 
Z obrázku 30 je zřejmé, že největší obsah PHA v sušině byl zaznamenán při zvolené teplotě 
kultivace 37°C (47,44%). Se snižující se teplotou (40 a 45°C) dochází ke snižování obsahu 
PHA v biomase. Velmi zajímavým zjištěním je nárůst obsahu PHA při nejvyšší studované 
teplotě tedy 50°C (40,22%). Nejnižší obsah PHA lze pozorovat u teploty 45°C (12,61%). 
Tento trend vykazuje také podíl monomerní jednotky 3HV, který je rovněž nejvyšší při 
teplotě 37°C (9,84%) a naopak vůbec zaznamenaný nebyl u teploty 45°C. Opět ale jeho obsah 
vzrostl stejně jako PHA při 50°C (6,36%).  
 
Tabulka 24: Obsah PHA v závislosti na kultivační teplotě. 
Teplota 
(°C) 
Koncentrace PHA 
(g/l) 
Obsah PHA v sušině 
(%) 
Podíl 3HV  
(%) 
37 2,95 ± 0,06 47,44 ± 0,95 9,84 ± 0,31 
40 0,72 ± 0,02 14,46 ±. 0,37 1,51 ± 0,35 
45 0,68 ± 0,03 12,61 ± 0,59 0,00 ± 0,00 
50 1,13 ± 0,00 40,22 ± 0,00 6,36 ± 0,18 
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Obrázek 30: Obsah PHA a podíl 3HV monomeru v závislosti na kultivační teplotě. 
4.6.2 Gravimetrické stanovení EPS 
Z obrázku 31 je zřejmé, že produkce EPS v závislosti na teplotě vykazuje stejný trend jako 
u PHA 4.6.1. Jako nejvhodnější teploty pro produkci EPS se ukázaly být teploty 37 a 50°C 
(2,37 g/l), respektive (1,48 g/l). Naopak nejnižší produkce EPS byla zaznamenána u teploty 
45°C (0,87 g/l). 
 
Tabulka 25: Koncentrace EPS v závislosti na kultivašní teplotě. 
Teplota 
(°C) 
Koncentrace EPS (g/l) Procentuální 
rozdíl (%) Nepromyté EPS Promyté EPS 
37 10,92 ± 0,62 2,37 ± 0,23 78,37 ± 0,92 
40   8,78 ± 0,43 1,45 ± 0,08 83,50 ± 0,17 
45   8,00 ± 0,40 0,87 ± 0,10 89,08 ± 1,80 
50 11,00 ± 0,67 1,48 ± 0,08 86,51 ± 0,06 
 
 
Obrázek 31: Koncentrace EPS v závislosti na kultivační teplotě. 
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4.6.3 Spektrofotometrické stanovení EPS 
V tabulce 26 jsou uvedeny výsledné hodnoty stanovení obsahu celkových sacharidů, jak 
procentuální obsah v navážce EPS, tak koncentrace v supernatantu. Z hodnot koncentrací je 
patrné, že nejvyšší obsah celkových sacharidů byl v případě, kdy bylo použito teplot 37 a 
40°C. Koncentrace při těchto teplotách činily 0,53 g/l a 0,56 g/l.  Nicméně u dalších dvou 
teplot jsou koncentrace jen nepatrně nižší. Vztažením obsahu celkových sacharidů na navážku 
EPS byl zjištěn procentuální obsah sacharidů v EPS. Nejvyšší obsah celkových sacharidů byl 
zaznamenán u teploty 37°C (41,88%) a naopak nejnižší při teplotě 50°C (24,90%). 
 
Tabulka 26: Obsah celkových sacharidů. 
Teplota 
(°C) 
Koncentrace celkových 
sacharidů (g/l) 
Obsah celkových sacharidů 
v EPS (%) 
37 0,53 ± 1,27 41,88 ± 1,27 
40 0,56 ± 0,80 39,77 ± 0,80 
45 0,48 ± 0,95 39,11 ± 0,95 
50 0,49 ± 0,17 24,90 ± 0,17 
 
 
Obrázek 32: Procentuální obsah celkových sacharidů. 
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5 ZÁVĚR 
Bakalářská práce se zabývá posouzením vybraných vlivů na produkci biopolymerů 
extremofilní archeou Haloferax mediterranei. Práce je členěna na dvě části a to 
experimentální část a teoretickou část. 
V experimentální části byly sledovány vybrané vlivy na produkci výše zmíněných 
biopolymerů. Studium se soustředilo na vliv substrátu, koncentrace NaCl v médiu, přítomnost 
světla při kultivaci, koncentraci glukózy v médiu a kultivační teploty.  
Při studiu vlivu substrátu byla jako nejlepší substrát pro produkci PHA zaznamenána 
směs glukózy a glycerolu v poměru 1:1, kde celkové PHA tvořily 80,60% sušiny a podíl 
monomerní jednotky 3HV činil 16,61%. V souvislosti s EPS se zdá být jako nejvhodnější 
substrát xylóza, kdy bylo po opakovaném přesrážení EPS dosaženo koncentrace 5,10 g/l. 
V experimentu založeném na studiu vlivu koncentrace chloridu sodného na produkci 
biopolymeru byla zjištěna nejvhodnější koncentrace 200 g/l NaCl v médiu. Obsah PHA při 
této koncentraci činil 48,12% a podíl monomerní jednotky 3HV byl 9,40%. Pro produkci EPS 
se zdá být také nejvhodnější koncentrace 200 g/l, kdy koncentrace dosahovala 3,07 g/l. 
S ohledem na koncentraci NaCl v kultivačním médiu byly mezi jednotlivými vzorky 
pozorovány výrazné rozdíly v obsahu karotenoidů v mikrobiálních buňkách, což se projevilo 
rozdílným zabarvením kultury. 
Při studiu vlivu přítomnosti světla na produkci biopolymerů bylo prokázáno, že 
přítomnost světla nemá žádný vliv na produkci biopolymerů jak PHA, tak EPS. Koncentrace 
biomasy, obsah PHA i koncentrace EPS se lišily jen málo. Vzhledem k tomu, že bylo 
zabarvení kultury na pohled stejné, bylo rovněž zjištěno, že přítomnost světla nemá vliv ani 
na produkci karotenoidů. Tím bylo potvrzeno, že karotenoidy nemají u studovaného 
mikroorganismu žádnou fotoprotektivní funkci, ale „pouze“ regulují fluiditu membrány 
v závislosti na kultivačních podmínkách jako je například koncentrace NaCl v médiu. 
Dalším studovaným vlivem byla koncentrace glukózy v médiu. Pro produkci PHA se jeví 
jako nejvhodnější 30 g/l glukózy, kdy obsah celkových PHA dosahoval 59,68% a podíl 
monomerní jednotky 3HV byl 10,56%. Stejná koncentrace glukózy se jevila jako 
nejvhodnější i pro produkci EPS. Koncentrace EPS v supernatantu dosahovala 3,58 g/l. 
Posledním studovaným vlivem byla kultivační teplota. Za nejvhodnější teplotu můžeme 
považovat teplotu 37°C, kdy obsah celkových PHA činil 47,44% a podíl monomerní jednotky 
3HV činil 9,84%. 37°C bylo rovněž vhodnou teplotou pro produkci EPS, kdy koncentrace 
EPS v supernatantu dosahovala 2,37 g/l. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
PHA Polyhydroxyalkanoáty 
EPS Extracelulární polysacharidy 
PHB Polyhydroxybutyrát 
3HV 3-hydroxyvalerát 
(P[3HB-co-3HV]) Poly(3-hydroxybutyrát-co-valerát) 
GC Plynová chromatografie 
ISTD Interní standard 
TEM Transmisní elektronová mikroskopie 
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8 PŘÍLOHA 
 
Obrázek 33: Kalibrační křivka pro stanovení biomasy. 
 
 
 
 
Obrázek 34: Kalibrační křivka pro stanovení monomeru 3HV. 
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Obrázek 35: Kalibrační křivka pro stanovení 3HB. 
 
Obrázek 36: Kalibrační křivka pro stanovení celkových sacharidů. 
 
 
Obrázek 37: Kalibrační křivka pro stanovení redukujících sacharidů. 
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